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RESUMEN

El objetivo de esta tesis doctoral fue investigar la distribucién y dindmica de bacterias
del género Ehrlichia mantenidas entre garrapatas y hospedadores vertebrados en tres
ecorregiones de Argentina: Chaco Humedo (representada por el Parque Nacional
Mburucuyda, Mburucuya, Corrientes: PNM), Chaco Seco (Reserva Natural y Municipal
Los Manantiales, Rio Ceballos, Cérdoba: MA) y Espinal (Parque Provincial General
San Martin, La Picada, Entre Rios: SM) entre 2021 y 2023. Se colectaron 5946
garrapatas de la vegetacion, 3232 de aves silvestres (n=1013) y 33 de mamiferos
silvestres (n=27), ademas de obtenerse 866 muestras de sangre de aves y 27 de
mamiferos. Todas las muestras se analizaron para la deteccion de Ehrlichia mediante
PCR.

Se examiné la diversidad, abundancia y composicién especifica de las comunidades
de garrapatas (en fase de vida libre y parasitando a hospedadores) en los tres sitios.
El grupo dominante de aves parasitadas en los tres sitios correspondié al género
Turdus (Turdidae), el cual hosped6 todas las especies de garrapatas,
independientemente del contexto ecoldgico, confirmando su papel relevante como
hospedadores de estadios inmaduros de garrapatas en el Neotropico.

El analisis molecular permitié identificar “Candidatus Ehrlichia pampeana” en PNM,
flogenéticamente cercanas a Ehrlichia ewingii, y Ehrlichia sp. cepa Manantiales 1
relacionada con Ehrlichia chaffeensis sensu lato reportadas previamente en
Argentina. Ademas, se detectaron Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2A y 2B que podrian
representar, junto con otras cepas no descritas formalmente, un nuevo haplotipo.
Estas detecciones se obtuvieron de aves del género Turdus, y de larvas y ninfas que
se encontraban parasitando a aves de este mismo género, subrayando la importancia
de considerar a las aves y sus garrapatas asociadas como posibles eslabones en la
ecoepidemiologia de Ehrlichia. Si bien la proporcién de muestras positivas fue baja
(3/1013 aves), los resultados constituyen registros novedosos para el pais y amplian
el conocimiento sobre la diversidad de Ehrlichia en Argentina, lo que refuerza la
necesidad de profundizar los estudios integradores en distintos escenarios ecoldgicos

y con un enfoque multihospedador.



ABSTRACT

The aim of this doctoral thesis was to investigate the distribution and dynamics of
Ehrlichia maintained between ticks and vertebrate hosts in three ecoregions of
Argentina: Humid Chaco (represented by Parque Nacional Mburucuya, Mburucuya,
Corrientes), Dry Chaco (Reserva Natural y Municipal Los Manantiales, Rio Ceballos,
Cérdoba), and Espinal (Parque Provincial General San Martin, La Picada, Entre Rios)
between 2021 and 2023. A total of 5,946 ticks were collected from vegetation, 3,232
from wild birds (n=1,013), and 33 from wild mammals (n=27). Additionally, 866 bird
blood samples and 27 mammal blood samples were obtained. All samples were
analyzed for Ehrlichia detection using PCR.

Tick diversity, abundance, and species composition were examined in both questing
and host-parasitizing stages across the three sites, which differ in their degree of
conservation. The dominant group of parasitized birds at all three sites belonged to
the genus Turdus (Turdidae), which hosted different tick species regardless of the
ecological context, confirming their key role as hosts for immature Neotropical ticks.
Molecular analysis identified “Candidatus Ehrlichia pampeana” in PNM,
phylogenetically related to Ehrlichia ewingii, and Ehrlichia sp. strain Manantiales 1,
related to Ehrlichia chaffeensis sensu lato previously reported in Argentina.
Additionally, Ehrlichia sp. strains Manantiales 2A and 2B were detected, which may
represent, along with other undescribed strains, a new haplotype. These detections
were obtained from birds of the genus Turdus, as well as from larvae and nymphs
parasitizing birds of the same genus, highlighting the importance of considering birds
and their associated ticks as potential components in the eco-epidemiology of
Ehrlichia. Although the proportion of positive samples was low (3/1013 birds), the
findings represent novel records for the country and expand the current knowledge of
Ehrlichia diversity in Argentina, reinforcing the need to deepen integrative studies
across different ecological settings and under a multi-host approach.



1. Introduccion



1 INTRODUCCION

La epidemiologia es el estudio de la distribucion y los determinantes de los estados o
eventos relacionados con la salud (incluidas las enfermedades), y la aplicacion de
este estudio al control de enfermedades y otros problemas de salud (Friis y Sellers,
2021). Los estudios ecolégicos en la epidemiologia (ecoepidemiologia) de
enfermedades transmitidas por vectores permiten analizar factores ambientales,
biol6gicos y sociales que interactian en la dindmica y distribucién de los vectores y
sus patogenos, facilitando asi el disefo de estrategias de control mas eficaces (Mills
et al., 2010).

En este sentido, las enfermedades transmitidas por vectores se han impuesto como
un desafio importante para la salud publica global ya que juegan un rol determinante
con una tendencia a aumentar en el tiempo (Monsalve et al., 2009). Segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud, este tipo de enfermedades afecta especialmente a
las regiones tropicales y subtropicales (El-Sayed y Kamel, 2020; Usmani et al., 2023).
Entre los distintos vectores de relevancia médica y veterinaria, las garrapatas
destacan por su capacidad para transmitir una amplia diversidad de patdgenos,
incluyendo virus, bacterias y protozoos, que afectan tanto a la fauna silvestre como a
animales domésticos y seres humanos (Jongejan y Uilenberg, 2004). Su biologia,
ciclo de vida y comportamiento alimenticio las convierte en vectores altamente
competentes, desempefiando un papel central en la ecologia de diversas
enfermedades infecciosas (Estrada-Pefa y De La Fuente, 2014; Sonenshine y Roe,
2014a). Como consecuencia, su presencia genera importantes pérdidas econémicas,

productivas y sanitarias.

1.1  GARRAPATAS DURAS (Acari: Ixodidae)

1.1.1 Aspectos generales

Las garrapatas son artropodos ectoparasitos de distribucion cosmopolita que
parasitan una amplia variedad de vertebrados, incluidos anfibios, reptiles, aves y
mamiferos. Su relevancia no radica unicamente en el dafo directo que provocan por
su alimentacion hematéfaga, sino también por su papel como vectores de
microorganismos (MQO) patégenos, como virus, bacterias y protozoos, que afectan
tanto a los animales como a los humanos (Jongejan y Uilenberg, 2004; Nicholson et
al., 2019).



Las garrapatas junto con los mosquitos, estan entre los principales vectores de MO
causantes de enfermedades por artropodos a nivel mundial. Esta capacidad vectorial,
sumada a su amplia distribucién geografica, les otorga una importancia sanitaria
considerable (Nicholson et al., 2019).

La diversidad de las comunidades de garrapatas y la abundancia relativa de cada
especie dentro de ellas estan determinadas por una combinacion de factores bidticos
y abibticos (Sonenshine y Mather, 1994). Entre los factores bidticos, la diversidad y la
abundancia de los hospedadores influyen directamente en la fase parasitaria.
Mientras que los factores abidticos, como las condiciones climaticas
microambientales, las caracteristicas de la vegetacion, el uso del suelo y la
fragmentacion del habitat, afectan el desarrollo de la fase no parasitaria (Estrada-
Peria y De La Fuente, 2014; Randolph, 2009; Sonenshine y Mather, 1994).

1.1.2 Clasificacion taxonémica

Las garrapatas pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Subclase Acari,
Orden Parasitiformes y Suborden Ixodida. El Suborden Ixodida incluye tres familias:
Argasidae, que agrupa a las garrapatas blandas sin escudo de quitina en el dorso (5
géneros; 219 especies) (Guglielmone et al., 2021; Munoz-Leal et al., 2020); Ixodidae,
que comprende las garrapatas duras con el dorso total o parcialmente cubierto de un
escudo quitinoso (14 géneros, 763 especies) y Nuttalliellidae, una familia monotipica
considerada un fésil viviente y presente solo en Africa (Guglielmone et al., 2023).

La familia Ixodidae se divide en dos grandes grupos: el grupo Prostriata, que incluye
exclusivamente al género Ixodes (267 especies) caracterizado por la posicion anterior
del surco anal y el grupo Metastriata, con el surco anal en posicién posterior,
compuesto por 495 especies distribuidas en 16 géneros: Africaniella (2 especies),
Amblyomma (136), Anomalohimalaya (3), Archaeocroton (1), Bothriocroton (7),
Compluriscutula (1 fésil), Cornupalpatum (1 fésil), Cosmiomma (1), Dermacentor (44),
Haemaphysalis (176), Hyalomma (27), Margaropus (3), Nosomma (2), Rhipicentor (2),
Rhipicephalus (89) y Robertsicus (1 especie) (Apanaskevich et al., 2022; Guglielmone
et al., 2023; Nava et al., 2023).

En la regidén Zoogeografia Neotropical, se han registrado 136 especies pertenecientes
a 5 géneros de la familia Ixodidae, de las cuales 44 estan presentes en Argentina,
resaltando la riqueza especifica del pais en este grupo de artrépodos (Guglielmone
et al., 2023; Nava et al., 2023).



1.1.3 Distribucion de Ixodidae en Argentina
En Argentina, el género mas representado de la familia Ixodidae es Amblyomma con
25 especies, con 19 reportadas infestando humanos. Luego, le sigue Ixodes con 13
especies de las cudles s6lo hay un registro de Ixodes pararicinus reportada en
humanos. Por udltimo, en menor medida, pero todas halladas en humanos, 3
Rhipicephalus (todas exbticas), 2 especies de Haemaphysalis (ambas encontradas
en humanos) y 1 de Dermacentor (Tabla 1) (Apanaskevich et al., 2022; Guglielmone
etal.,, 2023, 2021; Nava et al., 2023; Sanchez-Montes et al., 2021; Venzal et al., 2025).



Tabla 1. Distribucion de garrapatas duras (Ixodidae) en Argentina.

Hospedadores de:

Genero

Ixodes

Especie

l. rio

I. chacoensis

I. guglielmonei

I. longiscutatus

1. loricatus

1. lucidae

I. neugquenensis
1. nuttalli

I. pararicinus

Larvas

Passeriformes

Passeriformes

Phalcoboenus
australis

Rodentia

Didelphimorphia,
Rodentia

Didelphimorphia,
Rodentia
Microbiotheria
Rodentia
Rodentia,

Passeriformes

Ninfas

Passeriformes

Passeriformes

Phalcoboenus
australis,

Cinclodes fuscus

Rodentia

Didelphimorphia,
Rodentia

Didelphimorphia,
Rodentia
Microbiotheria
Rodentia
Rodentia,

Passeriformes

Adultos

Passeriformes

Artiodactyla

Phalcoboenus
australis,
Cinclodes
fuscus
Rodentia

Didelphimorphia

Dromiciops
fliroides
Microbiotheria
Rodentia
Artilodactyla

Parasitismo
en
humanos
No
No

No

No

No

No

No
No

1 registro

Provincias

Buenos Aires, Tucuman
Chaco, Corrientes, Formosa
y Santa Fe

Tierra del Fuego

Buenos Aires, Entre Rios,

Salta

Buenos Aires, Chaco,
Cérdoba, Entre Rios,
Corrientes, Formosa,

Misiones y Santa Fe

Jujuy, Salta y Tucuman

Neuquén y Rio Negro
Mendoza
Catamarca, Jujuy, Salta y

Tucuman



Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Género Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos

I. schulzei Rodentia Rodentia Rodentia No Misiones

I. sigelos Rodentia Rodentia Rodentia No Catamarca, Chubut, Rio
Negro Santa Cruz y Tucuman

I. silvanus Passeriformes Passeriformes Passeriformes No Jujuy, Salta y Tucuman

I. uriae Sphenisciformes Sphenisciformes  Sphenisciformes No Tierra del Fuego, Antartida e
Islas del Atlantico Sur

Amblyomma A. argentinae Testudines Testudines Testudines No Catamarca, Chaco, Cérdoba,

Formosa, Mendoza, Salta,
Santa Fe, Santiago del
Estero, Tucuman

A. aureolatum Passeriformes Passeriformes Carnivora Si Buenos Aires, Chaco, Ciudad
Auténoma de Buenos Aires,
Entre Rios, Misiones, Santa
Fe

A. auricularium Cingulata Cingulata Cingulata No Buenos Aires, Catamarca,
Chaco, Chubut, Cérdoba,
Corrientes, Entre  Rios,

Formosa, Jujuy, La Pampa,
La Rioja, Salta, San Juan,
San Luis, Santa Fe, Santiago
del Estero y Tucuman



Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Género Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos
A. boeroi Artilodactyla Artilodactyla Artilodactyla No Salta
A. brasiliense Multiples ordenes Mdltiples ordenes Multiples Si Misiones
de Mammalia de Mammalia ordenes de
Mammalia
A. calcaratum Passeriformes Passeriformes Pilosa 2 registros Chaco, Formosa, Misiones
A. coelebs Carnivora, Carnivora, Perissodactyla Si Misiones
Didelphimorphia Didelphimorphia
A. dissimile Anura, Squamata Anura, Squamata  Anura, Si Chaco, Corrientes, Formosa
Squamata y Santiago del Estero

A. dubitatum Rodentia Rodentia Rodentia Si Chaco, Corrientes, Formosa,
Entre Rios, Misiones y Santa
Fe

A. hadanii Desconocido Artiodactyla Artiodactyla Si Jujuy y Salta

A. incisum Indeterminado Indeterminado Perissodactyla Si Misiones

A. longirostre Passeriformes Passeriformes Rodentia Si Misiones

A. neumanni Artiodactyla Artiodactyla Artiodactyla Si Catamarca, Chaco, Cérdoba,
Formosa, Jujuy, La Rioja,
Salta, San Juan, Santiago del
Estero, Tucuman

A. nodosum Passeriformes Passeriformes Pilosa No Chaco, Corrientes y Formosa




Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos

A. ovale Rodentia Rodentia Carnivora Si Chaco, Corrientes, Entre
Rios, Formosa, Jujuy,
Mendoza, Misiones, La Rioja,
Salta y Santa Fe

A. parvitarsum Squamata Squamata Artiodactyla No Catamarca, Chubut, Jujuy,
Mendoza, Neuquén, Rio
Negro, Salta, San Juan y
Santa Cruz

A. parvum Rodentia Rodentia Multiples Si Catamarca, Chaco, Cérdoba,

ordenes de Formosa, Jujuy, La Rioja,
Mammalia Salta, San Luisy Santiago del

Estero

A. Indeterminado Indeterminado Cingulata 1 registro Buenos Aires, Catamarca,

pseudoconcolor Chaco, Chubut, Cérdoba,
Formosa, La Rioja, Mendoza,
Salta y Santiago del Estero

A. pseudoparvum Desconocido Indeterminado Rodentia Si Chaco, Formosa, Salta vy
Santiago del Estero

A. rotundatum Anura, Squamata Anura, Anura, 1 registro Corrientes y Formosa

Squamata Squamata
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Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Género Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos
A. sculptum Mammalia Mammalia Mammalia Si Chaco, Corrientes, Formosa
Jujuy y Salta
A. tigrinum Passeriformes, Passeriformes, Carnivora Si Buenos Aires, Catamarca,
Rodentia Rodentia Chaco, Chubut, Cérdoba,
Corrientes, Entre  Rios,
Formosa, JUjuy, La Pampa,
Mendoza, Misiones,
Neuquén, Salta, San Juan,
San Luis, Santa Fe, Santiago
del Estero y Tucuman
A. tonelliae Artiodactyla Artiodactyla Artiodactyla Si Chaco, Formosa, Jujuy, Salta
y Santiago del Estero
A. triste Rodentia Rodentia Multiples Si Buenos Aires, Ciudad
ordenes de Auténoma de Buenos Aires,
Mammalia Corrientes, Entre Rios vy
Formosa
A. yucumense Didelphimorphia Didelphimorphia  Desconocido No Misiones
Dermacentor D. nitens Perissodactyla Perissodactyla Perissodactyla Si Corrientes, Jujuy y Salta
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Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Género Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos
Haemaphysalis | H. juxtakochi Rodentia, Rodentia, Artiodactyla Si Buenos Aires, Catamarca,
Passeriformes Passeriformes Chaco, Corrientes, Entre
Rios, Formosa, Jujuy,
Misiones, Salta, Santa Fe y
Tucumaén
H. leporispalustris  Passeriformes Passeriformes Lagomorpha Si Misiones, Salta, Santa Fe y
Tucumaén
Rhipicephalus R. microplus Artiodactyla Artiodactyla Artiodactyla Si Buenos Aires, Chaco,
Cérdoba, Corrientes, Entre
Rios, Formosa, Jujuy,
Misiones, Salta, Santa Fe,
Santiago del estero,
Tucuman
R. linnaei Perros domésticos Perros Perros Si Formosa
domésticos domésticos
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Continuacion Tabla 1.

Parasitismo
Género Especie Larvas Ninfas Adultos en Provincias
humanos
R. sanguineus Carnivora, Si Buenos Aires, Ciudad
sensu lato Artiodactyla Autonoma de Buenos Aires,

Chaco, Chubut, Cérdoba,
Corrientes, Formosa, Jujuy,
Mendoza, Misiones, Salta,
San Juan, San Luis, Santa Fe
y Tucuman

* Parasitismo en humanos: se considera cuando la garrapata fue hallada adherida y alimentandose activamente, cuando existen

registros repetidos de esta interaccion, o cuando se infiere un ciclo biolégico compatible con el hospedador humano.
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1.1.4 Ciclo de vida

El ciclo biolégico de las garrapatas duras estd compuesto por dos fases: una fase
parasitaria, que es el periodo de tiempo que la garrapata transcurre parasitando a un
hospedador vertebrado, y una fase de vida libre o no parasitaria que representa el
90% del tiempo en la vida de una garrapata (Sonenshine y Roe, 2014a).

Durante su desarrollo, las garrapatas atraviesan cuatro etapas, la de huevo
embrionado y las tres etapas activas: larva (tres pares de patas), ninfa (4 pares de
patas, sin desarrollo del sistema reproductor) y adulto (cuatro pares de patas, sistema
reproductor desarrollado) (Sonenshine y Roe, 2014a). Se denominan etapas activas
porque en alguna de esas etapas o en todas tienen que buscar a sus hospedadores

para alimentarse. El dimorfismo sexual es evidente sélo en la etapa de adultos (Fig.

1).

Figura 1. Morfologia externa de una garrapata del género Ixodes. Las dos fotografias
de arriba corresponden a una hembra en vista (A) ventral y (B) dorsal y las fotos de
abajo corresponden a un macho en vista (A) ventral y (B) dorsal. A.G: surco anal; As:
aloscutum = notum; B.C: basis capitulo; G.A: apertura genital; Sp: placa espiracular
con espiraculo (Modificado de Sonenshine y Roe, 2014).
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Las garrapatas Metastriata, como Dermacentor, Amblyomma y Rhipicephalus,
alcanzan la madurez sexual y se aparean exclusivamente sobre el hospedador,
mientras que, en las garrapatas del género Ixodes (Prostriata), la gametogénesis,
comienza en el momento de la transformaciéon de la ninfa en adultos, siendo los
jovenes adultos sexualmente activos tras finalizar la muda. Este hecho hace que la
copula entre los machos y las hembras del género Ixodes pueda tener lugar antes de
la alimentacién, cuando se hallan en la vegetacion, o cuando se encuentran en el
hospedador (Sonenshine y Roe, 2014a).

Una vez fecundada y alimentada, la hembra se desprende del hospedador hacia un
microambiente humedo y protegido (hojarasca, tronco caido o algun refugio hecho
por el humano) para comenzar la oviposicién. Tras un periodo de preoviposicion,
excepto en aquellas hembras con diapausa morfogenética, las hembras depositan
varios miles de huevos en un ciclo continuo de oviposicién. En general, la gran
mayoria de los huevos son depositados en los primeros 10 dias, alcanzando el pico
de produccién entre el tercer y el quinto dia tras el comienzo de la postura, para ir
descendiendo gradualmente tras la cual las hembras morirdn (Sonenshine y Roe,
2014a). Si bien las proporciones varian entre las diferentes especies, mas de la mitad
del peso corporal de las hembras repletas fecundadas se convierte en huevos. Esta
capacidad ovipositora de las garrapatas duras las situan entre las mas proliferas de
todos los artropodos (Sonenshine y Roe, 2014a).

De la eclosién del huevo, emergen las larvas que permanecen en el lugar evitando la
desecacién. Luego de aproximadamente una semana, comienzan la busqueda activa
de hospedadores, utilizando estimulos como olores, didxido de carbono, luz,
corrientes de aire, humedad y temperatura (Sonenshine y Roe, 2014a).

Tras alimentarse, las larvas caen al suelo para mudar a ninfa (o lo hacen sobre el
hospedador, dependiendo del tipo de ciclo). Las ninfas siguen una dindmica similar,
se alimentan y mudan nuevamente llegando al estadio adulto (Sonenshine y Roe,
2014a). En la etapa adulta, ocurre la diferenciacion sexual. En el caso donde la muda
del estadio de ninfa tiene lugar en el hospedador (garrapatas de un hospedador),
algunos individuos emergen de la muda y se unen a otras zonas del hospedador
desarrollandose como hembras, mientras que otros requieren alimentarse de sangre
después de mudar para completar su diferenciacion sexual, desarrollar la
espermatogénesis y diferenciarse en machos (Nicholson et al., 2019). En el caso de
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las garrapatas de tres hospedadores, cuyos adultos emergen del estadio ninfa en el
suelo, el comportamiento es similar al observado en los estadios inmaduros:
permanecen en el sitio donde mudaron evitando la desecacién y luego comienzan la
blusqueda activa de los hospedadores. Sin embargo, los adultos poseen una mayor
resistencia a la desecacion, lo que les permite mantenerse en el ambiente durante
largos periodos sin alimentarse (Polanco Echeverry y Rios Osorio, 2016). Luego de
la cédpula sobre el hospedador (en Metastriata), la hembra completa su alimentacion,
se repleta de sangre, cae a la vegetacion, busca un lugar humedo y protegido para
oviponer, asi se inicia un nuevo ciclo de vida (Polanco Echeverry y Rios Osorio, 2016).
La duracion de este ciclo se encuentra condicionada por factores ambientales como
la temperatura, humedad y la disponibilidad de hospedadores, como asi también de
la adaptacidén de cada especie (Nicholson et al., 2019; Sonenshine y Mather, 1994).
Como se nombrd anteriormente, en las garrapatas duras, existen tres variantes del
ciclo de vida determinadas por el numero de hospedadores utilizados como fuente de
alimento:

- Ciclo de un solo hospedador: Son especies que en sus tres estadios (larva,
ninfa y adulto), se alimentan y mudan sobre el mismo hospedador. La
garrapata nunca deja al hospedador desde su fijacién como larva, hasta su
desprendimiento como hembra repleta de sangre y gravida. La garrapata
comun del bovino (Rhipicephalus microplus) es un ejemplo de ello (Fig. 2).

® .y
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Los kvas pemanecen y mudan en el hospedador,
hasa adutos
Eclosién -
Huevos

Figura 2. Ciclo de vida de garrapatas duras de un solo hospedador.
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Ciclo de dos hospedadores: Son aquellas especies de garrapatas en que la
larva muda a ninfa sobre un primer hospedador y las ninfas mudan a adultos
en el suelo, de modo que las garrapatas adultas, tienen que encontrar un
segundo hospedador. Algunas de las especies del género Hyalomma de Asia
y Africa, que parasitan el ganado bovino, tienen este tipo de ciclo de vida (Fig.
3).

mudan a ninfas ; \_/
sobre él o en el ¢
amblente | A ¢—

Figura 3. Ciclo de vida de garrapatas duras de dos hospedadores.

Ciclo de tres hospedadores: Son aquellas especies en las que ambas mudas
(larva a ninfa y ninfa a adulto) tienen lugar en el suelo, de modo que las
garrapatas en estado de ninfa deben encontrar un segundo hospedador y las
adultas un tercero. La mayoria de las especies del género Amblyomma que
parasitan el ganado bovino, perros, ovejas y a los seres humanos, tienen este

ciclo de vida (Fig. 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de garrapatas duras de tres hospedadores.

1.1.5 Garrapatas como vectores de patégenos

El conocimiento detallado del ciclo de vida de las garrapatas es fundamental para
comprender su papel como vectores de diversos MO patdgenos. Su habito
hematéfago obligado, su estrecha relacién con multiples hospedadores a lo largo de
su desarrollo y su prolongada longevidad, las convierte en un eslabdn clave en la
transmision de enfermedades infecciosas (Jongejan y Uilenberg, 2004).

En particular, las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG) causadas por
bacterias pertenecientes a la familia Anaplasmataceae han cobrado relevancia debido
a su impacto en la salud humana y animal. Esta familia incluye géneros de importancia
médica y veterinaria, como Anaplasma y Ehrlichia. Especificamente, especies del
género Ehrlichia son responsables de las ehrlichiosis, zoonosis con distribucion global
(Rar y Golovljova, 2011). La incidencia de estas enfermedades ha mostrado un
incremento sostenido en los Ultimos anos, lo que expone la necesidad de comprender
la ecologia de los MO patdégenos como asi también de sus vectores (Nicholson et al.,
2019). Este conocimiento es fundamental para desarrollar estrategias efectivas de
vigilancia, prevencion y control. Por esto, resulta crucial abordar los factores
ecolégicos y las interacciones entre vectores, hospedadores y MO patdgenos que

condicionan el riesgo de transmision de las ETG.
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1.2 Dinamica ecoldogica de las enfermedades transmitidas por

garrapatas
Las ETG estan fuertemente condicionadas por la distribucién geogréfica y los
patrones estacionales de sus vectores. Estos ritmos estacionales se caracterizan por
la alternancia entre periodos de alta actividad (busqueda de hospedador, alimentacion
y comportamiento post-alimentacidn) y fases de inactividad (quiescencia y diapausa)
(Sonenshine y Mather, 1994). Diversos estudios han sefalado que las principales
variables ambientales que regulan estos ciclos son la temperatura ambiental y el
deéficit de saturacion, influyendo directamente en la dindmica poblacional de las
garrapatas y, por ende, en el riesgo de transmisiéon de MO (Estrada-Pefa y De La
Fuente, 2014).
Para que ocurra la transmisién de un MO, deben cumplirse tres condiciones
esenciales: (1) un hospedador vertebrado que desarrolle un nivel de bacteriemia
adecuado para infectar a la garrapata durante la alimentacion; (2) una garrapata que
adquiera la infeccion (por alimentacion sobre el hospedador, por co-alimentacién de
una garrapata a otra, o por el paso de la infeccién de un estadio al siguiente) y que
sea capaz, en el mismo estadio o en el siguiente, de transmitir el MO a otro
hospedador vertebrado; (3) un numero adecuado de hospedadores vertebrados que
sean susceptibles a la infeccién (Sonenshine y Roe, 2014b).
Esto forma una triada epidemiol6gica compuesta por el artropodo vector, el
hospedador vertebrado susceptible y el MO patégeno (todo aquel MO capaz de
producir enfermedad o dafio a la biologia de su hospedador). El hospedador primario
es esencial para mantener la transmisién del MO, mientras que los hospedadores
secundarios e incidentales, aunque no esenciales, pueden contribuir a la amplificacion
del patégeno o enfermarse (Barker y Reisen, 2019). En este contexto, se introduce el
concepto de hospedador vertebrado amplificador (HVA), el cual se define como aquel
que favorece el incremento de la carga patégena y la propagacion del agente
infeccioso, generando un mayor numero de vectores infectados en un area
determinada. Generalmente, los HVA no mantienen la infeccion por periodos
prolongados y pueden o no enfermarse (Barker y Reisen, 2019).
El vector, por su parte, actia como transportador de un MO de un hospedador a otro
(Barker y Reisen, 2019). Sin embargo, para que un artrépodo sea considerado vector
debe poseer competencia vectorial, es decir, la capacidad bioldgica intrinseca para
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adquirir, replicar y transmitir el MO de manera eficiente (Cox et al.,, 2011). Esta
competencia vectorial también estéd influenciada por los factores ecoldgicos (como la
abundancia) y conductuales (como la preferencia alimentaria) que afectan la
eficiencia en la transmision del patdgeno en un ambiente determinado. El proceso de
transmision se inicia cuando el vector se alimenta de un HVA en el que el MO se
encuentra en circulacion (bacteriemia) y, posteriormente, tras un periodo de
replicacion dentro del artropodo, este puede transmitir el MO a un nuevo hospedador
susceptible durante una alimentacidn posterior (Barker y Reisen, 2019).

La diversidad de garrapatas, en combinaciéon con la variedad de hospedadores y
condiciones climaticas que tiene Argentina, establece un escenario propicio para la

circulacién de MO patdgenos de interés sanitario, como los del género Ehrlichia.

1.3 Bacterias del género Ehrlichia

Como se menciond anteriormente, dentro del amplio grupo de las ETG, una de las de
mayor relevancia en los ultimos anos son las ehrlichiosis, producidas por bacterias
del género Ehrlichia. El género Ehrlichia (Rickettsiales: Anaplasmataceae) incluye a
especies de importancia sanitaria como Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii y
Ehrlichia canis, que son mantenidas en la naturaleza a través de complejos ciclos de
transmision donde diferentes especies de garrapatas son los vectores principales y
diferentes especies de vertebrados los hospedadores (Yu y Walker, 2006).

1.3.1 Aspectos generales

En 1945, Moshkovski propuso renombrar al organismo Rickettsia canis como
Erhlichia canis en honor al bacteridlogo aleman Paul Ehrlich, estableciendo asi un
nuevo género en la familia Anaplasmataceae (McDade, 1990). Esta bacteria habia
sido descubierta en el Instituto Pasteur de Argelia por Donatien y Lestoquard en el
ano 1935, quienes observaron que perros experimentales desarrollaban
ocasionalmente una enfermedad febril grave caracterizada por anemia,
particularmente en los infestados con la garrapata Rhipicephalus sanguineus. Al
examinar frotis de sangre de estos perros, tefiidos con la técnica Giemsa, identificaron
pequeos organismos similares a rickettsias dentro de los monocitos y la
denominaron como Rickettsia canis (Donatien y Lestoquard, 1937).

Estos organismos son a-proteobacterias Gram negativas intracelulares obligadas de
0,5-1,9 ym de diametro, que residen solas o formando moérulas en las vacuolas

citoplasmaticas de las células hematopoyéticas maduras o inmaduras de
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hospedadores vertebrados como neutréfilos, monocitos, macréfagos y eritrocitos (Rar
y Golovljova, 2011).

1.3.2 Clasificacion taxonémica y patogénesis

Estudios basados en técnicas moleculares han identificado numerosas cepas de
Ehrlichia en garrapatas de la familia Ixodidae y en hospedadores vertebrados,
sugiriendo que el numero de especies conocidas de esta bacteria esta subestimado.
La identificacion de nuevas cepas se fundamenta principalmente en la comparacion
de secuencias parciales de genes caracteristicos con registros previamente
depositados en bases de datos publicas, asi como en su agrupamiento filogenético.
Aunque no existen criterios taxondémicos formalmente estandarizados para definir
cepas dentro de este género, pequefias diferencias nucleotidicas en regiones
hipervariables y su asociacion geografica suelen considerarse suficientes para
proponer nuevas variantes. Sin embargo, el género Ehrlichia tiene siete especies
formalmente descritas (Cabezas-Cruz et al., 2019; Dumler et al., 2001; Lin et al.,
2021):

1.3.2.1. Ehrlichia canis (Donatien y Lestoquard 1935) Moshkovski,
1945

Esta especie infecta principalmente los monocitos de perros domésticos, aunque
también ha sido detectada en monocitos humanos. Es el agente etiolégico de la
ehrlichiosis monocitica canina (EMC) y de la ehrlichiosis humana venezolana, ambas
enfermedades potencialmente fatales (Gutiérrez et al., 2016). La EMC se desarrolla
en tres etapas clinicas. La fase aguda ocurre entre los 8 y 20 dias posteriores a la
picadura de la garrapata, con una duracién entre 2 y 4 semanas y se manifiesta con
signos clinicos leves como fiebre, depresion, disnea, anorexia, esplenomegalia,
trombocitopenia, leucopenia, anemia leve e hipergammaglobulinemia. En la fase
subclinica, que puede extenderse por semanas o afos, los vertebrados pueden
permanecer asintomaticos o presentar trombocitopenia leve e hiperglobulinemia.
Durante este periodo E. canis se establece de manera persistente, alojandose
principalmente en el higado. La fase crénica, se diagnostica con mayor frecuencia y
es de mayor gravedad clinica. Se caracteriza por letargia, anorexia, pérdida de peso
y alteraciones hematolégicas marcadas como hemorragias, hematuria y epistaxis.
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Los principales vectores de esta bacteria son garrapatas del grupo de R. sanguineus
y Dermacentor spp., mientras que los perros domésticos y canidos salvajes actuan
como hospedadores reservorios. Dada la amplia distribucion de sus vectores y
hospedadores, E. canis se encuentra distribuida a nivel global. En el presente es una
de las ehrlichiosis de mayor importancia veterinaria, en particular en zonas tropicales
y subtropicales (Rar y Golovljova, 2011). En Sudamérica, se la detecté en perros
domeésticos y en R. sanguineus (Aguiar et al., 2007). En Venezuela, se la detecto por
primera vez en humanos en 1996 mediante técnicas moleculares y pruebas
seroldgicas (Perez et al., 1996). Posteriormente, se reportd su presencia en humanos
en Costa Rica, México, Venezuela, Peri y Panama (Bouza-Mora et al., 2017; Daza
et al., 2019; Moro et al., 2009; Perez et al., 1996; Silva et al., 2014; Unver et al., 2001).

1.3.2.2. Ehrlichia chaffeensis Anderson et al., 1991

Esta especie es principalmente patégena de monocitos humanos y perros, causando
ehrlichiosis monocitica humana (EMH). Esta enfermedad fue identificada por primera
vez en Estados Unidos en 1986 en un caso grave de humano, donde se observaron
inclusiones intracitoplasmaticas en monocitos (Dawson et al., 1991). En 1991, se aisl6
y caracteriz6 mediante un fragmento del gen ribosomal 16S ARN, diferenciandose de
otras especies del género Ehrlichia (Anderson et al., 1991).

Los sintomas clinicos de la infeccion suelen aparecer en promedio el dia nueve
después de la picadura y varian desde fiebre leve a manifestaciones multisistémicas
graves, como linfoadenopatia, meningitis 0 meningoencefalitis (Paddock y Childs,
2003).

Esta bacteria, en Norteamérica, se mantiene en la naturaleza en un ciclo enzo6tico
(Fig. 5) que involucra a las garrapatas Amblyomma americanum como vector y al
ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) como el hospedador vertebrado (Rar y
Golovljova, 2011). En Sudamérica, se han detectado vertebrados y garrapatas
infectadas con ADN filogenéticamente cercanos a E. chaffeensis, pero su rol en el
ciclo de mantenimiento no estd completamente esclarecido (Cicuttin et al., 2017a;
Eberhardt et al., 2023a; Martinez et al., 2008; Sacchi et al., 2012).
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Figura 5. Ciclo enzodético de Ehrlichia chaffeensis.
1.3.2.3. Ehrlichia ewingii Anderson et al., 1992

Esta bacteria considerada inicialmente como una cepa de E. canis, fue reclasificada
como una especie independiente en 1992 (Anderson et al., 1992). Infecta leucocitos
granulocitos, provocando la ehrlichiosis ewingii humana (EEH) y, aunque la
enfermedad suele ser mas leve en comparacion con la EMC y la EMH, puede
presentar fiebre, leucopenia y disfuncién hepatica, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos. En perros, puede estar en forma de sintomas subclinicos; sin
embargo, las infecciones por E. ewingii a veces se caracterizan por poliartritis (Rar y
Golovljova, 2011; Thomas et al., 2009).

En Norteamérica, el vector principal es A. americanumy el hospedador principal es el
ciervo de cola blanca (O. virginianus) (Nichols Heitman et al., 2016). Ademas de
Estados Unidos, su distribucion incluye México, Guatemala, Guyana y Guyana
Francesa, y se han reportado detecciones en Ecuador y Brasil, sin embargo, faltan
datos concluyentes sobre su distribucion y ecologia (Chalco-Torres et al., 2023;
Oliveira et al., 2009).

1.3.2.4. Ehrlichia japonica Lin et al., 2022

Esta especie fue descubierta por investigadores en Japdn, quienes inocularon
homogeneizados de garrapatas en el sistema intraperitonial de ratones de laboratorio
para detectar patdégenos de la especie de garrapata Ixodes ovatus. De esta manera
aislaron doce “cepas de HF” que luego, mediante aislamiento se formaliz6é al nombre

E. japonica (Lin et al., 2021). Esta bacteria causa infeccion aguda mortal en ratones
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de laboratorio y sélo ha sido detectada en ellos. Los principales vectores son las
garrapatas de género Ixodes. Su distribucidén incluye Japdn, Francia, Serbia y
Rumania (Lin et al., 2021).

1.3.2.5. Ehrlichia minasensis Cabezas-Cruz et al., 2016

Esta especie es una bacteria principalmente patdégena de monocitos de rumiantes.
Fue aislada por primera vez en Brasil en el aiio 2012, a partir de hembras ingurgitadas
de R. microplus (Cruz et al., 2012). Los sintomas clinicos incluyen fiebre, depresion,
letargo y trombocitopenia (Aguiar et al., 2019). Aunque sus principales hospedadores
son rumiantes, también ha sido detectada en perros (Cabezas-Cruz et al., 2019;
Lobanov et al., 2012; Thompson et al., 2018). Su vector principal es la garrapata R.
microplus (Lin et al., 2021).

La distribucion es global, habiéndose reportado en Brasil, Francia, Pakistan, Etiopia,
Sudafrica e Israel (Cabezas-Cruz et al., 2019), hasta el momento no ha sido reportada
en Argentina.

1.3.2.6. Ehrlichia muris Wen et al., 1995

Esta especie infecta macrofagos de hospedadores muaridos y fue detectada por
primera vez en Japdén en 1983 en un raton silvestre (Eothenomys kageus) que
presentaba esplenomegalia (Kawahara et al., 1993). En 1995, fue caracterizada como
especie mediante técnicas moleculares de un fragmento ribosomal de 16S ARN,
técnicas de serologia y estudios morfolégicos (Wen et al., 1995). Se la detecté en
humanos y perros domésticos y los signos clinicos incluyen anorexia, esplenomegalia
y linfadenopatia severa.

Su distribucion comprende Norteamérica y Japén, y sus vectores principales son
garrapatas de los géneros Ixodes 'y Haemaphysalis, y sus hospedadores suelen ser
roedores (Hegarty et al., 2012; Johnson et al., 2015; Kawahara et al., 1993; Rar y
Golovljova, 2011).

1.3.2.7. Ehrlichia ruminantium (Cowdry 1925) Dumler et al., 2001

Esta bacteria infecta células endoteliales (particularmente en células endoteliales de
los capilares cerebrales), neutrofilos y macrofagos de rumiantes, causando la
enfermedad hidropericarditis, debido a la acumulacién de liquidos en el pericardio que
rodea el corazén (Allsopp et al., 2005). Este agente fue identificado por primera vez
en Sudafrica, en 1925 gracias a los experimentos de Cowdry (1925a, 1925b). Los
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sintomas clinicos de esta enfermedad no son claros y dependen del hospedador. En
humanos, puede ser letal, dando signos clinicos de encefalitis. Las lesiones
cerebrales son tipicas de las observadas en la hidropericarditis en rumiantes
infectados (Allsop, 2005).

Los vectores principales son garrapatas del género Amblyomma'y los hospedadores
incluyen tanto rumiantes domésticos como silvestres. También hay estudios donde se
ha demostrado que algunos hospedadores no rumiantes, como la gallina de Guinea
(Numida meleagris), la tortuga leopardo (Geochelone pardalis) y la liebre de los
matorrales (Lepus saxitilis) pueden mantener la bacteria en un estado de enfermedad
subclinico, y cuando larvas y ninfas se alimentan de ellos se vuelven infecciosas
(Allsopp, 2010). Hasta el momento su distribucién parece estar limitada a Africa y al
Caribe.

1.3.3 Replicacion de bacterias del género Ehrlichia

Las etapas de replicacion de las bacterias del género Ehrlichia tienen lugar tanto en
los hospedadores vertebrados como en las garrapatas que actuan como vectores
(Rar y Golovljova, 2011). Estas bacterias presentan divergencias en su ARN
ribosomal, secuencias genéticas, composiciones proteicas y composiciones
antigénicas. Sin embargo, todas ellas ocupan y se replican en inclusiones revestidas
de membrana en el citoplasma (vacuolas) de los leucocitos de su hospedador
especifico, que generalmente son células efectoras primarias de defensa
antimicrobiana. Por otro lado, en las garrapatas, la replicacion ocurre en las células
epiteliales del intestino medio (Barnewall et al., 1999; Ganta et al., 2009).

Ehrlichia presenta dos tipos morfol6gicos de células: las células de nucleo denso que
miden entre 0,4 y 0,6 nm de didmetro, tienen una forma cocoide o elipsoide con
ribosomas y ADN condensados; y las células reticulares que son alargadas con
dimensiones de 0,4 a 0,6 nm por 0,7 a 1,9 nm y presentan ribosomas y filamentos de
ADN distribuidos uniformemente por todo el citoplasma (Popov et al., 1995).

Un estudio de microscopia electronica sobre la infeccidén de cultivos celulares por E.
chaffeensis revel6 el ciclo de vida de estas bacterias (Zhang et al., 2007). El ciclo
comienza con las células de nucleo denso, que constituyen la forma madura e
infecciosa de la bacteria. Estas células se adhieren a la membrana celular del
hospedador a través de la proteina de membrana externa EtpE-C, la cual actia como
adhesina (permite la unién a la célula huésped) y como invasina (induce la entrada
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en la célula). La proteina EtpE-C interactua con el receptor de membrana ADNasa X
de las células hospedadoras, iniciando asi el proceso de fagocitosis (Zhang et al.,
2007).

Una vez dentro de la vacuola de la célula hospedadora, las células de nucleo denso
se descomprimen y se transforman rapidamente en células reticulares, que
constituyen la forma replicativa de la bacteria. Estas células reticulares se dividen por
fision binaria durante las primeras 48 horas. Posteriormente, a las 72 horas, las
células reticulares maduran nuevamente en células de nucleo denso, que al madurar
son liberadas mediante lisis celular o por protrusiones de filopodios que extienden las
bacterias a células vecinas, reiniciando asi un nuevo ciclo de infeccion (Fig. 6)
(Rikihisa, 2015; Zhang et al., 2007).
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Figura 6. Replicacion de Ehrlichia dentro de la célula huésped. CD: células densas;
CR: células reticulares. llustracion adaptada de Zhang et al. (2007).

1.3.4 Ciclo de mantenimiento de bacterias del género Ehrlichia
Las bacterias del género Ehrlichia son mantenidas en la naturaleza en un ciclo que
involucra a mamiferos y posiblemente a aves como hospedadores vertebrados, y a
garrapatas duras como vectores. El hospedador primario es esencial para mantener
la transmisién de la bacteria, mientras que los hospedadores secundarios e
incidentales, aunque no esenciales, pueden contribuir a la amplificacién del patégeno

(Barker y Reisen, 2019). Ehrlichia es capaz de causar una infeccion persistente en
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los hospedadores vertebrados, lo que les permite actuar como reservorios de la
bacteria.

Particularmente, en las garrapatas duras la alimentacion se da luego del proceso de
muda, por lo que la bacteria debe ser capaz de pasar de un estadio al siguiente para
poder ser transmitida, proceso conocido como transmisién transestadial. Este tipo de
transmision se da de larvas a ninfas y de ninfas a adultos. En cambio, hasta la fecha
no se ha observado transmision transovarica, es decir, de hembras adultas a su
descendencia (Rar y Golovljova, 2011). Una vez dentro de la garrapata, Ehrlichia se
traslada a las glandulas salivales para invadir las células epiteliales. En las células
epiteliales salivales, las bacterias pasan por el segundo ciclo de replicacién y entran
en la secrecidn de la glandula salival cuando la garrapata se alimenta del siguiente
vertebrado hospedador (Rar y Golovljova, 2011).

Aunque los mamiferos son los principales vertebrados hospedadores de Ehrlichia a
nivel mundial, la deteccién molecular de estas bacterias en érganos o sangre de ave
sugiere que también éstas podrian ser hospedadores (Hornok et al., 2015; Machado
et al., 2012; Munoz-Leal et al., 2019).

1.4 Ehrlichia en Argentina

La primera evidencia de Ehrlichia en Argentina se registrd en la localidad de Saladillo,
provincia de Jujuy. Entre noviembre de 1993 y marzo de 1994 se analizaron 105
sueros de residentes locales, de los cuales 15 resultaron positivos a anticuerpos
reactivos a antigenos de E. chaffeensis por la técnica serolégica de
inmunofluorescencia indirecta (IFA). Aunque al momento del estudio, todas las
personas resultaban asintoméaticas, todas reportaron exposicion a garrapatas, y
algunas tenian antecedentes de enfermedades febriles compatibles con ehrlichiosis
(Ripoll et al., 1999). Posteriormente en el afio 2016, en la provincia de Cérdoba se
registré un caso presuntivo de EMH en un paciente humano de 12 anos con
antecedente de picadura de garrapata. El diagndstico se basé inicialmente en una
prueba seroldgica (inmunofluorescencia indirecta, IFI-IgM), que resulté positiva para
Ehrlichia antigénicamente cercana a E. chaffeensis. Luego, se realiz6 una PCR para
confirmar el género de la bacteria (Halac, 2016).

Por otro lado, el primer registro de E. canis en Argentina se documentd en el afio 2013
a través de técnicas moleculares (PCR) aplicadas a perros de la ciudad de Buenos

Aires (Eiras et al., 2013). A partir del 2015, comenzaron a realizarse mas estudios en
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perros domésticos y en sus garrapatas asociadas, permitiendo evidenciar una
distribucién mas amplia de la bacteria en el pais, detectada frecuentemente en
Buenos Aires, Cordoba, Entre Rios, Formosa, Mendoza y Santa Fe (Borras et al.,
2019; Cicuttin et al., 2017b, 2016, 2015; de Salvo et al., 2023; Guendulain et al., 2020;
Tarragona et al., 2019).

Desde el 2008 se han reportado varias cepas de Ehrlichia en Argentina mediante el
analisis de secuencias parciales de genes caracteristicos de esta bacteria, asociadas
a distintas especies de garrapatas y hospedadores vertebrados. El primer hallazgo
molecular corresponde a Ehrlichia cf. chaffeensis, detectada en Amblyomma parvum
recolectada sobre perros, zorros, cabras, vacas, humanos y vegetacion en el
departamento de Moreno, Santiago del Estero (Tomassone et al., 2008).
Posteriormente, Cicuttin et al. (2017a) reportaron la Ehrlichia sp. cepa Coérdoba en
Amblyomma tigrinum, colectadas sobre la vegetacion en Salsipuedes, Cordoba.
Ademas, en el mismo estudio se registré Ehrlichia sp. cepa San Luis en A. tigrinum
parasitando perros en Merlo, San Luis. Esta ultima formd un clado con una cepa
cercana filogenéticamente a E. chaffeensis previamente detectada en ciervos de los
pantanos (Blastocerus dichotomus), con un 99% de identidad (Sacchi et al., 2012).
Monje et al. (2019) reportaron nuevamente Ehrlichia sp. cepa San Luis, esta vez
detectada en A. parvum recolectadas sobre la vegetacion en la localidad de Los
Milagros, Santiago del Estero. Los autores demostraron que las secuencias obtenidas
del gen dsb eran idénticas a Ehrlichia sp. cepa San Luis reportada por Cicuttin et al.
(2017a), y plantearon que dada la cercania geografica (33 km) y la ausencia de
barreras naturales entre los sitios de muestreo, el agente ehrlichial identificado por
Tomassone et al. (2008) probablemente corresponde a la misma Ehrlichia sp. cepa
San Luis.

Fargnoli et al. (2020) registraron una nueva cepa, Ehrlichia sp. cepa La Dormida, en
Amblyomma neumanni recolectada de la vegetacion en San José de la Dormida,
Cérdoba, con cercania filogenética a E. ruminantum. Ese mismo afo, Eberhardt et al.
(2020) detectaron Ehrlichia sp. cepa lbera en A. tigrinum recolectadas sobre zorros
que se encontraban atropellados en los Esteros del Ibera, Corrientes, formando un
clado con “Candidatus Ehrlichia ornithorhynchi” de Australia y “Candidatus Ehrlichia
khabarensis” del lejano este de Rusia. Por su parte, Cicuttin et al. (2020) identificaron

Ehrlichia sp. cepa Delta en Amblyomma triste recolectadas de vegetacion en
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Campana, Buenos Aires, constituyendo un clado con E. chaffeensisy E. muris'y con
otras cepas que aun no han sido formalmente descriptas.

En 2022, Tarragona et al. (2022) documentaron dos cepas en la Reserva El Bagual,
Formosa: Ehrlichia sp. cepa ElI Bagual en Amblyomma ovale sobre Didelphis
albiventris, y Ehrlichia sp. cepa Natal detectada en sangre de D. albiventris. Esta
Ultima cepa ya habia sido reportada en marsupiales de Brasil, como D. albiventris y
Gracilinanus agilis (De Oliveira et al., 2020; Lopes et al., 2018). También en el 2022,
Cicuttin et al. (2022) registra Ehrlichia sp. cepa G755 en una ninfa de Ixodes auritulus
recolectada sobre la vegetacién en la Reserva Ecolégica Costanera Sur, Buenos
Aires, genéticamente idéntica a una cepa de Ehrlichia reportada en la misma especie
de garrapata en Uruguay y a otra detectada en pinglinos de Magallanes en Chile.
Asimismo, Sebastian et al. (2022) registraron la presencia de Ehrlichia sp. en
Amblyomma pseudoconcolor parasitando un armadillo (Chaetophractus villosus)
atropellado en Rio Negro. La secuencia obtenida del gen 16S ARNr se agrupo junto
a una cepa no cultivada detectada en la sangre de un caballo en Nicaragua y a otra
cepa de Ehrlichia detectada en carpinchos de Brasil.

En el 2023, Eberhardt et al. (2023a) reportaron la presencia de “Candidatus Ehrlichia
hydrochoerus” en Amblyomma dubitatum recolectadas sobre la vegetacion en
Corrientes, genéticamente relacionadas con cepas descritas en carpinchos en Brasil.
En este mismo estudio, también se confirmd la presencia de Ehrlichia cf. chaffeensis
en ninfas de esta misma especie de garrapata. Ese mismo afo, Flores et al. (2024)
identificaron “Candidatus Ehrlichia pampeana” en Haemaphysalis juxtakochi
recolectada de la vegetacién en el Parque Provincial General San Martin, Entre Rios,
genéticamente idéntica a “Ca. E. pampeana” previamente reportada en Uruguay.
Por ultimo, Winter et al. (2024) informaron la deteccion de Ehrlichia sp. cepa lberd en
A. tigrinum recolectada de un zorro (Lycalopex gymnocercus) atropellado y de la
Ehrlichia sp. cepa Viedma en A. tigrinum recolectadas tanto de la vegetacion como
de un zorro, en Viedma, Rio Negro. Esta ultima, cercana filogenéticamente a la cepa
reportada por Sebastian et al. (2022) en el armadillo atropellado de la misma regién.
A pesar del creciente nimero de estudios que evidencian la presencia de bacterias
del género Ehrlichia en diversas ecorregiones de Argentina, la informacién aun es
insuficiente. La deteccién de multiples cepas en diferentes especies de garrapatas y
en fauna silvestre sugiere que estos MO forman parte de complejos ciclos aun
desconocidos. Determinar la diversidad de bacterias del género Ehrlichia y

29



comprender el papel de los HVA y de las garrapatas duras como vectores resulta
clave para dimensionar el riesgo epidemioldgico. En este contexto, se plantea la

siguiente hipotesis:

2 HIPOTESIS

Bacterias del género Ehrlichia de diferentes ecorregiones de la Argentina son
mantenidas en la naturaleza en complejos ciclos de transmision que involucran a
garrapatas duras (Ixodidae) de importancia veterinaria y médica como vectores, y a

vertebrados como hospedadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Investigar aspectos relacionados a la distribucién y dinamica de transmision de
bacterias del género Ehrlichia mantenidas entre garrapatas de importancia sanitaria,

y hospedadores vertebrados en tres ecorregiones del pais.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de bacterias del género Ehrlichia en garrapatas
duras (Ixodidae) colectadas en fase de vida libre y parasitaria en tres ecorregiones de
la Argentina (Chaco Seco, Chaco Humedo y Espinal).

2. Determinar la presencia de bacterias del género Ehrlichia en mamiferos
silvestres (roedores pequefios y medianos de la Familia Cricetidae, Caviidae y
marsupiales Didelphidae) y aves en las tres ecorregiones.

3. Caracterizar genéticamente las bacterias del género Ehrlichia detectadas en
los objetivos anteriores.

4. Determinar y analizar asociaciones entre garrapatas y hospedadores.

5. Inferir la distribucion geografica de las bacterias del género Ehrlichia
detectadas y modelar la distribucién geografica mas probable para cada relacién

garrapata-Ehrlichia, a fin de determinar las areas de riesgo epidemiologico.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Areas de estudio

Para responder a los objetivos planteados en el presente estudio, se realizé un trabajo
observacional a campo en los afos 2021 a 2023, en tres sitios representativos de
diferentes ecorregiones de Argentina: Chaco Himedo, Chaco Seco y Espinal (Burkart
et al., 1999; Oyarzabal et al., 2018) (Fig. 7). Ademas, se analizaron muestras de ADN
de garrapatas asociadas a aves y muestras de ADN obtenidas a partir de sangre de
aves de un muestreo de tres dias consecutivos realizado en el afo 2021 en la
ecorregidon Selva Paranaense. Dado que dicho muestreo fue de caracter no
sistematico y basado en un muestreo por conveniencia, los resultados se presentan

en el Anexo Il.
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Figura 7. Sitios de muestreo (A: PNM, Parque Nacional Mburucuyd; B: MA, Reserva
Natural y Municipal Los Manantiales; C: SM, Parque Provincial General San Martin)
de la tesis doctoral en las unidades de vegetacion de Argentina, segun la definicién
de Oyarzabal et al. (2018).
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4.1.1 Caracterizacion de las areas de estudio

De acuerdo con la clasificacién de Burkart et al. (1999) y Oyarzabal et al. (2018), se
seleccionaron puntos de muestreo que representan dos provincias fitogeograficas y
tres unidades de vegetacién diferentes. La eleccion de estas areas se basd en una
revisién bibliografica exhaustiva sobre las especies de garrapatas con antecedentes
en la deteccidén de Ehrlichia spp. o de bacterias filogenéticamente cercanas (Cicuttin
et al., 2020, 2017a; Eberhardt et al., 2020; Fargnoli et al., 2020; Félix et al., 2021;
Tomassone et al., 2008), asi como en la disponibilidad de sitios accesibles y la
presencia de areas protegidas dentro de las regiones de interés.

4.1.1.1 Provincia fitogeografica Chaquena

Chaco Humedo: con bosques y cafhadas (Mosaico de Bosque de xeroéfitas, de
mesofitas, Sabana y Selva de albardén)

Representado, en este estudio, por el Parque Nacional Mburucuya, Mburucuya,
Corrientes (PNM; coordenadas: -28.013888, -58.022222). Es relevante destacar que
PNM se trata de una regién de ecotono entre las provincias Paranaense, Chaquena
y Espinal, como se observa en la Fig. 8. Las actividades de campo se llevaron a cabo
en parches de vegetacion de origen paranaense de bosques de Chaco Humedo,
compuestos principalmente por laureles (Ocotea acutifolia), timbé (Enterolobium
contortisiliquum), lapachos negro (Handroanthus spp.), aguai (Chrysophyllum
gonocarpum) y gquayaibi (Cordia americana), con presencia de orquideas
(Oeceoclades maculata y Sarcoglottis grandiflora) y bromeliaceas terrestres
(Pseudananas sagenarius y Bromelia serra) (Burkart et al., 1999; Oyarzabal et al.,
2018; Romero y Chatellenaz, 2013a). El clima de esta regién es subtropical célido,
con temperatura media anual que va desde los 23°C hasta cerca de los 18°C. El
régimen pluvial es de hasta 1200 mm anuales. En esta area se ha documentado la
presencia de garrapatas duras, tales como A. dubitatum, A. nodosum, A. tigrinum, A.
triste. A. ovale, Haemaphysalis juxtakochi, Ixodes chacoensis y Rhipicephalus
microplus (Eberhardt et al., 2023b; Flores et al., 2023; Guglielmone et al., 2021).
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Figura 8. Imagenes representativas del sitio de muestreo Parque Nacional
Mburucuyad (PNM), Mburucuya, Corrientes (Imagenes cedida por: Valentin
Vallespinos).

Chaco Seco: Chaco Serrano (Bosque de xerofilas con Schinopsis marginata)

Representado por la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales, Rio Ceballos,
Cérdoba (MA; coordenadas: -31.170743, -64.341688), se caracteriza por una
predominancia de bosques abiertos de xerdéfitas con quebracho colorado serrano
(Schinopsis marginata), molle (Lithraea molleoides) y coco (Zanthoxylum coco). Sin
embargo, en los ultimos 40 afnos la composicion floristica ha cambiado
significativamente debido a la pérdida y fragmentacion del bosque nativo. Como
consecuencia, se ha observado el avance de bosques secundarios con notable
aumento de espinillo (Vachellia caven), garabato (Senegalia gilliesii) y algarrobo
(Neltuma spp.), asi como la proliferacion de especies invasoras e introducidas como
el siempre verde (Ligustrum lucidum), acer (Acer spp.) y olmo (Ulmus spp.) (Aguirre-
Acosta et al., 2023; Oyarzabal et al., 2018) (Fig. 9). El clima es continental, célido
subtropical. La temperatura media anual va desde 23°C hasta cerca de los 18°C
(Burkart et al., 1999). Las precipitaciones varian entre 500 y 700 mm anuales,
marcadamente estivales, disminuyendo de forma acentuada hacia el limite sudoeste
con la ecorregion del Monte. En esta regidén, hasta la fecha solo se encuentra
reportada la presencia de la garrapata dura, A. tigrinum (Guglielmone et al., 2021).
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Figura 9. Imagenes representativas del sitio de muestreo Reserva Natural y Municipal
Los Manantiales (MA), Rio Ceballos, Cérdoba.

4.1.1.2 Provincia Fitogeografica del Espinal

Espinal: Nandubayzal y Selva de Montiel (Bosque de escleréfilas con Neltuma
affinis)

Representada por el Parque Provincial General San Martin (SM; coordenadas: -
31.732762, -60.325431), tiene formaciones vegetales caracteristicas como son los
bosques xerofitos abiertos, sabanas abiertas con gramineas y palmares de Butia
yatay. Las actividades de campo se llevaron a cabo en bosques xeréfitos abiertos,
caracterizado por vegetacion dominada principalmente por algarrobo negro (Neltuma
nigra), algarrobo blanco (Neltuma alba), handubay (Neltuma affinis), tala (Celtis
ehrenbergiana), molle (Schinus longifolius) (Oyarzabal et al., 2018) (Fig. 10). Sin
embargo, en la actualidad, la invasion de especies exdticas, como la acacia negra
(Gleditsia triacanthos), mora (Morus nigra) y siempre verde (Ligustrum lucidum), han
generado bosques altos caducifolios y cambios severos en la fisonomia en los Gltimos
50 anos (Berduc et al., 2010). El clima es extremadamente variable debido a la amplia
extension de esta ecorregion, en el sitio de estudio presenta temperaturas medias que
oscilan entre los 7 y 23 °C. Las precipitaciones superan los 1100-1200 mm anuales,
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con valores mayores para los meses de verano (Pereyra, 2003). En esta region se
reportd previamente la presencia de Amblyomma aureolatum, A. dubitatum, A. ovale,
A. tigrinum, A. triste, Haemaphysalis juxtakochi, R. microplus, R. sanguineus, Ixodes
loricatus (Fantozzi, 2019; Guglielmone et al., 2021).

Figura 10. Imagenes representativas del sitio de muestreo Parque Provincial General
San Martin (SM), La Picada, Entre Rios.

4.2. Recoleccioén de datos

La recoleccién de datos se realizd mediante campanas estacionales de tres dias
consecutivos, durante las cuales se llevaron a cabo capturas de hospedadores, toma
de muestra de sangre y recoleccion de garrapatas tanto en su fase de vida parasitaria
como en fase de vida libre.

4.2.1 Garrapatas de vida libre
Las garrapatas duras pueden encontrarse dispersas en el ambiente, sin embargo,
suelen concentrarse en senderos donde circulan activamente los animales y en los
sitios donde los animales se detienen a comer o a dormir (Estrada-Penfa et al., 2013).
Por ello, para recolectar garrapatas de vida libre dos operarios realizaron un recorrido
por los senderos marcados por los animales en una parcela de bosque durante una
hora, empleando un pafo de 1x1 m (técnica denominada “dragging” o “flagging”), a
fin de colectar garrapatas que se encontraban sobre la vegetaciéon o en el suelo a la
espera de un hospedador. Todas las garrapatas colectadas se conservaron en alcohol
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96% para luego trasladarlas al laboratorio y proceder a la identificacion de las mismas
hasta el nivel de especie.

4.2.2 Hospedadores
Aves

Para la captura de aves en cada sitio de muestreo se colocaron 10 redes de niebla
(12 m de largo, 2,5 m de alto y 16 mm de malla) en lugares estratégicos,
manteniéndose activas desde la mafana hasta el atardecer y revisadas cada 30
minutos. Las aves capturadas fueron trasladadas a un laboratorio de campo, en
donde se las identificd siguiendo las guias de campo de Narosky e Yzurieta (2010) y
se las clasifico segun el criterio de Clements et al. (2024).

Cada ave fue examinada minuciosamente con pinzas de punta fina en busca de
garrapatas. Posteriormente, se extrajo una muestra de sangre de la vena yugular o
alar, no excediendo el 1% del peso corporal del individuo. Para las aves con un peso
mayor a 20 gr, se tomaron 0,2 ml de sangre total; para aves con peso entre 10 y 20
gr, se extrajeron 0,1 ml. Las muestras se conservaron en tubos Eppendorf con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante y se almacenaron a 4°C hasta
llegar al laboratorio y, se conservaron posteriormente a -20°C hasta su procesamiento
en el Laboratorio de Ecologia de Enfermedades (LECEN — ICIVET Litoral). Las
garrapatas recolectadas se conservaron en tubos con alcohol 96° para su posterior

identificacion. Todas las aves capturadas fueron liberadas en el sitio de captura.

Marsupiales

Se emplearon 50 trampas tipo Tomahawk (30x30x60 cm), dispuestas en 5 transectas
lineales de 10 trampas cada una, separadas cada 6 metros. Las trampas fueron
cebadas con menudos de pollo y manzana y revisadas dos veces al dia (mafana y
tarde). Las comadrejas capturadas fueron anestesiadas con el anestésico disociativo
Ketamina 15 mg/kg (concentracion: 50 mg/ml) y el miorrelajante Diazepam 0,5 mg/kg
(concentracion: 5 mg/ml) por via intramuscular para luego ser pesadas, sexadas e
identificadas en la oreja con una tatuadora (Tarragona et al., 2014). Se examinaron
con pinzas de punta fina para la recoleccion de garrapatas, y se tomd una muestra de
sangre por puncion de la vena yugular, la cual fue colectada en tubos Eppendorf con
EDTA, refrigerada a 4°C hasta llegar al laboratorio y conservada a -20°C hasta su
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procesamiento. Tras recuperarse del efecto de la anestesia, cada individuo, fue
liberado en el sitio de su captura. Las garrapatas colectadas de los hospedadores,
fueron tratadas igual que las garrapatas colectadas de los hospedadores aviares.
Para todo el procedimiento descrito se siguieron las “Pautas de la Sociedad
Estadounidense de Mastozoologia para el uso de mamiferos salvajes en investigacion
y educacion” (Sikes y the Animal Care and Use Committee of the American Society
of Mammalogists, 2016) y la identificacién de estos hasta especie fue llevada a cabo
mediante la lista de especies de Argentina de Salazar-Bravo y Pinto (2007).

Roedores

Se utilizaron 400 trampas tipo Shermann (23x8x9,5 cm) dispuestas en 4 grillas de
10x10 separadas cada 5 metros. Las trampas fueron cebadas con una mezcla de
caballa, pasta de mani y avena, envueltas en algodén, y revisadas por la manana. El
procesamiento en campo siguio los protocolos de bioseguridad descritos por Mills et
al. (1995). Los roedores fueron sedados mediante inhalacion de una dosis baja de
isoflurano, pesados, sexados, identificados mediante la guia de campo taxonémica
de Teta y Jayat (2021) y revisados en busca de garrapatas. Se tomd una muestra de
sangre de 0,5 ml por sangrado del seno venoso orbital mediante la utilizacion de un
capilar heparinizado y fue colectada en tubos con EDTA, y las garrapatas colectadas
se conservaron en tubos con alcohol 96°. Luego de recuperarse del efecto del
sedante, fueron liberados en su sitio de captura. Al igual que para la captura de
marsupiales se sigui6é el protocolo descrito por Sikes y the Animal Care and Use

Committee of the American Society of Mammalogists (2016).

4.3. Identificacion de garrapatas

La identificacién a nivel de especie de las garrapatas recolectadas se realizé en el
laboratorio mediante el uso de lupas binoculares y claves taxonémicas para adultos y
ninfas (Nava et al., 2017). Para la identificacion de las larvas se utilizaron
descripciones especificas (Barbieri et al., 2013, 2008; Egizi et al., 2019; Estrada-Pena
et al., 2005; Joan, 1930; Kohls, 1960; Nava et al., 2023; Saracho Bottero et al., 2021),
ademas de comparaciones morfolégicas con especimenes depositados en la
coleccion de garrapatas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria EEA
Rafaela, Argentina.
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Para confirmar la identificacion de aquellas larvas cuya determinacién morfoldgica de
larvas result6 dificultosa, se realiz6 una PCR convencional dirigida al fragmento del
gen 16S ARNr de garrapatas y se determind el haplotipo respectivo de los
especimenes mediante secuenciacidn, segun lo descrito por Mangold et al. (1998).

4.4. Analisis de las muestras por biologia molecular

4.4.1 Extraccion de acido desoxiribonucleico (ADN) gendmico de
garrapatas

La extraccién de ADN de las garrapatas de vida libre se realizé de manera individual
para estadios adultos y también de manera individual cuando se encontrd un unico
individuo perteneciente a una especie y estadio inmaduro especifico. En los casos en
que se detectaron multiples garrapatas de la misma especie y estadio, en el mismo
sitio de colecta y estacién, la extraccion se llevo a cabo formando grupos de hasta 50
larvas y hasta 10 ninfas para aumentar la sensibilidad de deteccion en estos estadios
con bajo contenido de ADN. Para las garrapatas recolectadas sobre los
hospedadores, la extraccion se realizd de la misma manera que para las garrapatas
recolectadas sobre vegetacion, solo que los grupos se procesaron teniendo en cuenta
también el hospedador.
Previamente para eliminar todo el ADN ambiental (ADN de bacterias, hongos, plantas,
algas, adheridas a la superficie de la cuticula de la garrapata y que no pertenece a la
microbiota de la garrapata) que podria traer las garrapatas, se las sometié a lavados
con hipoclorito de sodio al 10% durante 5 minutos y luego dos veces por agua
destilada durante otros 5 minutos. Se secaron bien y se las coloc6 en tubos Eppendorf
esterilizados hasta el momento de la extraccion.
El ADN de las garrapatas se extrajo mediante dos métodos: kit comercial (High Pure
PCR Template Preparation Kit, Roche, Germany) y el método de ebullicién descrito
por Horta et al. (2010).
Para la extraccidén con el kit comercial, a cada tubo individual se le afadié 40 ul de
proteinasa K y 200 ul de buffer de lisis (Roche®). Luego, los especimenes fueron
triturados utilizando la punta previamente sellada de un tip de 1000 pl hasta obtener
un homogeneizado. La mezcla se incubd a 55°C durante 14 hs. Posteriormente, las
muestras fueron transferidas a columnas de extraccion y se centrifugaron a 8000 g
durante un minuto. Se realizaron lavados con Wash Buffer (Roche®) y, finalmente, el

ADN se eluyé de la columna en 50 pul de Elution Buffer (Roche®).
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Para la extraccion mediante el método de ebullicién, a cada tubo con garrapata se le
agreg6 la mitad del volumen final de buffer TE estéril (Tris-HClI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0), segun lo indicado en la Tabla 2. Las muestras fueron incubadas inicialmente
a 90°C durante 15 minutos, luego trituradas con la punta previamente sellada de un
tip de 500 ul. Antes de someterlas a una segunda incubacién en termobloque a la
misma temperatura durante otros 15 minutos, se le agreg6 la otra mitad de Buffer TE

estéril para completar el volumen final.

Tabla 2. Volumenes de Buffer TE estéril por cada estadio de garrapata.

Estadio de la Buffer TE Buffer TE
garrapata inicial () total (pl)

Adultos ingurgitados 250 500
Adultos no ingurgitados 100 200
Ninfa individual 15 30

Grupo de ninfas 30 60

Larva individual 10 20

Grupo de larvas 20 40

Todas las muestras de ADN obtenidas se almacenaron a -20°C hasta su
procesamiento para la deteccion molecular de Ehrlichia. Ademas, el ADN obtenido
fue utilizado para corroborar la identidad genética de aquellas especies que no

pudieron ser determinadas mediante observacion y comparaciéon morfolégica.

4.4.2 Extraccion de ADN gendémico de hospedadores
Para la extracciéon de ADN a partir de sangre de aves, se desarroll6 un protocolo
basado en la modificacion del método propuesto por Eberhardt et al. (2014). En este
procedimiento, el ADN gendmico total se obtuvo diluyendo 50 uL de sangre entera
anticoagulada en 150 ul de solucién salina tamponada con fosfato (PBS 0,1 M, pH:
7,2). A continuacion, se afadieron 400 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM, EDTA
100 Mm, dodecilsulfato de sodio [SDS] al 0,5%, pH 8,0) y 10 ul de proteinasa K (10
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mg/ml). La mezcla se agit6é en vortex y se centrifugd a 3000 g durante un minuto para
recuperar la sangre adherida a las paredes del tubo. Posteriormente, se incubd en
termobloque a 50°C durante 14 hs.

Luego de la incubacién, se afiadieron 200 pl de buffer de lisis, se mezclé y se
centrifugé nuevamente a 3000 g durante un minuto. Para inactivar la proteinasa K, se
realiz6 una incubacién final a 90°C durante 5 minutos.

La extraccion del ADN se llevd a cabo mediante el método estandar con
fenol/cloroformo, donde el fenol se encarga de desnaturalizar y extraer las proteinas
y el cloroformo se encarga de extraer los lipidos. Se afadieron 300 pl de fenol y 300
ul de cloroformo, se mezclé durante dos minutos y se dejé reposar a temperatura
ambiente durante tres minutos. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 22000 g por
20 minutos a 4°C. Finalizada la centrifugacion, se transfirié la fase acuosa a un
Eppendorf nuevo, esterilizado y rotulado.

A la fase acuosa recuperada se le agregaron 400 ul de cloroformo, se mezclé
vigorosamente y se dejo reposar tres minutos a temperatura ambiente. Luego, se
realizd una segunda centrifugacion de 22000 g durante 20 minutos a 4°C. La fase
acuosa resultante se transfirié a un nuevo Eppendorf que contenia previamente 50 pl
de acetato de sodio (3 M, pH: 5,3) y se mezclé por inversién. Para la precipitacion del
ADN, se anadi6 800 ul de isopropanol, se mezclé nuevamente por inversion y se dejo
reposar durante 15 minutos a -20°C.

Tras la incubacion en frio, la mezcla se centrifugd a 22000 g durante 20 minutos a
4°C. Se eliminé el sobrenadante por decantacion y el pellet obtenido se lavé con 1 ml
de etanol al 75%, seguido de una centrifugacion a 13000 g durante 10 minutos a 4°C.
Luego, se descartd el sobrenadante y se secé el pellet completamente. Finalmente,
el ADN se resuspendié en 50 ul de buffer TE estéril y se incubé a 45°C durante cinco

minutos.

Para la extraccién de ADN gendmico de hospedadores mamiferos se siguid el mismo
protocolo descrito por Eberhardt et al. (2014) sin modificaciones. En este caso, se
utilizaron 200 pL de sangre entera anticoagulada como punto de partida.

El procedimiento de lisis celular, digestion enzimatica, extraccién de impurezas con
fenol/cloroformo, precipitacion del pellet con isopropanol y lavado del ADN con etanol

fue idéntico al descrito para los hospedadores aviares, con la Unica diferencia en las
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condiciones de centrifugacion durante la extraccion, donde se utilizé 13000 g por 10
minutos a 4°C en lugar de 22000 g.

Las concentraciones y los indices de pureza (260/280) de todos los ADN obtenidos
se evaluaron mediante técnicas de espectrofotometria utilizando el espectrofotémetro
SPECTROstar Nano del Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada
(LBCMA, ICIVET-Litoral), utilizando el software MARS Data Analysis y obteniendo
como lectura final la concentracion expresada en ng/ul. Solo se utilizaron muestras
con una relacién 260/280 superior a 1,6, y se repitié la extraccion de ADN para las
muestras con valores inferiores a este umbral. Aquellas muestras que presentaron
mas de 200 ng/ul de concentracidén fueron diluidas en Bufffer TE y se volvieron a
cuantificar hasta obtener valores entre 100 y 200 ng/ul.

4.4.3 Deteccion de Ehrlichia mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Ausencia de inhibidores de PCR e integridad

Lo primero que se hizo fue chequear la ausencia de inhibidores de PCR y la integridad
del ADN obtenido en las extracciones. Para esto, se amplific6 mediante PCR en
tiempo real un gen constitutivo en cada grupo de vertebrados.

» Para garrapatas: Se utilizd como control interno una porcién del gen 16S ARNr
utilizando los cebadores 16S ARN +1 y 16S ARN -1 y el programa propuesto por
Mangold et al. (1998).

» Para aves: Se utilizé como control interno una porcion del gen de Citocromo B,
utilizando los cebadores Plo_Cytb1 y L14841 (Areta et al., 2016), para eso se puso a
punto una PCR real time (Tabla 4.2).

* Para mamiferos: Se utiliz6 como control interno una porcion del gen 18S ARN
utilizando los cebadores 18S Fw y 18S Rv, y el programa propuesto por Monje et al.
(2007).

Cribado inicial e identificacion molecular

El cribado inicial para la detecciéon de bacterias de la familia Anaplasmataceae en
todas las muestras se realizd mediante PCR en tiempo real, amplificando un
fragmento corto del gen ribosomal 16S ARNr con los cebadores AE2 Fw y AE Rv
(Monje et al., 2019). Estos cebadores amplifican especificamente a la familia
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Anaplasmataceae y los productos de amplificacidon presentan puntos de fusién
diferentes de acuerdo al género involucrado. El analisis de la curva del punto de fusién
muestra un pico a 86,2°C para el género Ehrlichia y un pico en 86,7°C para
Anaplasma (Eberhardt et al., 2023b). Dado que el 16S ARNr es un gen altamente
conservado, su amplificacion facilita la deteccion temprana de Ehrlichia, aunque no
permite una caracterizacién a nivel de especie debido a su baja variabilidad (Yu et al.,
2007).

Las muestras positivas para Ehrlichia fueron identificadas molecularmente a nivel de
especie o cepa mediante PCR convencional, amplificando fragmentos de genes mas
polimérficos que el 16S ARNr, lo que permiti6 una mayor resolucién en la
identificacion de especies. La deteccion de los productos amplificados se llevé a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (buffer TAE), utilizando un marcador
de peso molecular y controles positivos y negativos en cada corrida. En cada pocillo
del gel se sembraron 5 pl de las muestras amplificadas y se realiz6 la corrida a 90 V
constantes durante 30-45 min.

Los fragmentos genéticos amplificados fueron los siguientes:

- Gen 16S ARNr: Se amplific6 un fragmento de 468 pb mediante PCR
convencional con los cebadores 16SANA Fw y 16SANA Rv (Stuen et al., 2003).
Este gen codifica la subunidad menor de los ribosomas y es el gen mas
utilizado en estudios filogenéticos y taxonomia bacteriana, a pesar de su bajo
polimorfismo.

- Gen dsb (disulfuro oxidoreductasa): Se amplificé un fragmento de 409 pb con
los cebadores dsb-330 y dsb-728 (Doyle et al., 2005). Este gen codifica una
proteina implicada en la formacién de enlaces disulfuro, fundamentales para la
estabilidad estructural de proteinas en Ehrlichia. Es altamente especifico y se
ha utilizado ampliamente en estudios de deteccién e identificacion molecular
debido a su capacidad para diferenciar especies dentro del género.

- Gen groEL (proteina de choque térmico): Se amplificé un fragmento de 1224
pb mediante una PCR anidada, con los cebadores EHRgro 2 Fw y EHRgro 5
Rv en la primera reaccién y los cebadores EHRgro 3 Fw y EHRgro 4 Rv
(Vaschalde et al., 2023). GroEL es una chaperona molecular altamente
conservada que participa en el plegamiento de proteinas bajo condiciones de

estrés celular. Aunque es un gen conservado, su variabilidad entre especies
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de Ehrlichia lo hace util para andlisis filogenéticos y diferenciacion a nivel
intraespecifico.
Todas las reacciones de PCR incluyeron como control positivo ADN de Ehrlichia canis
de un perro infectado y como control negativo agua ultrapura. Los detalles sobre los
cebadores y los ciclados de PCR se pueden encontrar en la Tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores y protocolo de amplificacién por PCR. TA: Tamano del amplicon.

Gen Cebadores Secuencia 5'-3' TA Protocolo de Tipo de Referencia
(pb) amplificacion por PCR
PCR
Control citocromo Plo_Cytb1  AGGTTTCGGATTAGTCAG 130 3'a 98°C, 40 ciclos de En Areta et al.
B CC 5"a98°C, 20"a 55,5 tiempo (2016)
Cy20 a62,5°C real
L14841 CCATCCAACATCTCAGCA
TGATGAAA
18S 18S Fw CAACTTTCGATGGTAGTC 285 5'a 95°C, 35 ciclos de En Monje et al.
ARNr GC 20"a95°C, 30"a58°C tiempo  (2007)
y 30"a 72°C real
18S Rv CGCTATTGGAGCTGGAAT
TAC
Garrapatas 16S 16S +1 CCGGTCTGAACTCAGATC 451 5'a94°C, 40 ciclos de Convenci Mangold et
ARNr AAGT 10" a 94°C, 20" a onal al. (1998)
49,5°Cy 25" a72°C
16S -1 GCTCAATGATTTTTTAAAT
TGCTGT
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Continuacion Tabla 3.

Gen Cebadores Secuencia 5'-3' TA Protocolo de Tipode Referencia
(pb) amplificacion por PCR
PCR
Anaplasmataceae @ 16S AE2 Fw CGCAAGGYTKAGCTAATC 177 3'a98°C, 40 ciclos de En Monije et al.
ARNr CRTAAAAGT 5"a 98 °C, 20" a 55.5 tiempo (2019)
°Cy20"a625°C real
AE-Rv RCACCAGCTTCGAGTTAA
GCCAAT
Anaplasmataceae | 16S 16S ANA-F  CAGAGTTTGATCCTGGCT 468 5'a95°C, 40 ciclos de Convenci Stuen et al.
ARNr CAGAACG 25" a94°C, 30"a 67°C onal (2003)
y 30" a 72°C
16S ANA-R GAGTTTGCCGGGACTTCT
TCTGTA
Ehrlichia dsb dsb330 GATGATGTCTGAAGATAT 409 3'a94°C, 40ciclosde Convenci Doyle et al.
GAAACAAAT 30" a94°C, 40" a50°C onal (2015)
y 40" a 72°C
dsb728 CTGCTCGTCTATTTTACTT
CTTAAAGT
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Continuacion Tabla 3.

Gen Cebadores Secuencia 5'-3' TA Protocolo de Tipode Referencia
(pb) amplificacion por PCR
PCR
Ehrlichia groEL EHRgro TTCTCCTATACARCTTCCT 122 3'a94°C, 40 ciclosde Anidada Vaschalde

2Fw GA* 4 30"a52°C,30"ab52°C etal. (2023)
y 40" a 65°C

EHRgro GCAAAATCAAATGCTATAC

5Rv G*

EHRgro ATTGGCTCTTGCTATTGC* 3'a 94°C, 40 ciclos de

3Fw * 30" a52°C, 30" a 52°C
y 40" a 65°C

EHRgro AAATGAGCAATAACACAT

4Rv GG**

* Primera reaccion.

**: Segunda reaccion.
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4.5 Estudios filogenéticos

Las muestras que resultaron positivas fueron purificadas mediante AccuPrep Gel
Purification Kit (BIONEER, Corea) y secuenciadas utilizando los cebadores
amplificadores en Macrogen (Seul, Corea). Posteriormente, se corroboré la integridad
de las regiones conservadas dentro de los fragmentos amplificados, asegurando la
calidad de los datos antes del andlisis filogenético mediante comparaciéon con
secuencias de interés.

El alineamiento de las secuencias se llevé a cabo con el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (Hall, 1999), utilizando el algoritmo Clustal W (Thompson et al.,
1994). Luego, se realizo el célculo de las distancias genéticas mediante el programa
MEGA 7.0 y se determind el modelo de evolucion molecular mas adecuado para los
datos mediante el Criterio de Informacién de Akaike. Las relaciones evolutivas entre
las secuencias se evaluaron mediante el enfoque filogenético: Maximum likelihood,
aplicando un bootstrap de 1000 replicaciones para la fiabilidad de la filogenia (Kumar
et al., 2016). Esto permitio inferir la estructura filogenética y evaluar la robustez de los
agrupamientos, proporcionando informacién sobre la diversidad y la historia evolutiva
de las secuencias analizadas. En este contexto, se define un clado, como un grupo
de secuencias que comparten un ancestro en comun y que incluyen a todos sus

descendientes, reflejando una relacion monofilética dentro de un arbol filogenético.

4.6 Analisis estadistico

La relacién garrapata-hospedador fue evaluada calculando estimadores ecol6gicos
propuestos por Bush et al. (1997):

Prevalencia (P): numero de hospedadores infestados sobre el numero de
hospedadores examinados x 100.

Abundancia media (AM): numero total de individuos de una especie de garrapata
dividido el numero total de hospedadores examinados.

Abundancia relativa (AR): nUmero de garrapatas por especie y estadio dividido el total
de garrapatas en la muestra, a nivel estacional y por sitio.

Intensidad media (IM): nUmero total de garrapatas de una especie y un estadio
dividido el numero total de hospedadores infectados con esa garrapata.

Ademas, como medida de la diversidad de los ensambles de garrapatas de vida libre,
de garrapatas de vida parasitaria y de los ensambles de aves para cada sitio, se
calculé el indice de Shannon-Wiener (H’), el cual mide la incertidumbre y se interpreta
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como la probabilidad de escoger dos individuos al azar que pertenezcan o no a una
misma especie. Este fue llevado a cabo con la funcién “diversity” del paquete “vegan”
en R (Oksanen et al., 2025; R Core Team, 2024).

Para explorar patrones en la matriz de abundancia de garrapatas en aves, empleamos
el paquete “mvabund” en R (R Core Team, 2024; Wang et al., 2022). Este paquete
permite realizar modelos lineales generalizados (GLM) para analizar datos
multivariantes de recuentos. A diferencia de otros métodos basados en matrices de
distancia, “mvabund” mejora la potencia estadistica al manejar series de especies 0
grupos con diferentes varianzas e incorpora un supuesto de relacién media-varianza
(Wang et al. 2022). Se modelaron dos subconjuntos de datos: uno para las larvas y
otro para las ninfas, asumiendo una distribucion binomial negativa con funcién de
enlace logaritmico. La abundancia de cada especie de garrapatas fue considerada
como la variable dependiente. Las variables explicativas evaluadas fueron lugar y
estacion. Se consideraron soOlo aquellas especies presentes en cinco o mas
hospedadores. Los modelos resultantes fueron evaluados mediante el analisis del
Criterio de Informacidn de Akaike (AIC) (Palavecino et al., 2025).

Los supuestos del modelo se evaluaron mediante un grafico de residuos vs predichos.
Tras la seleccidén del modelo con mejor ajuste, se extrajeron el resumen del modelo y
el ANOVA de “manyglm”, incluyendo el valor p (Palavecino et al., 2025). Para facilitar
la interpretacion de los resultados de los modelos seleccionados, se realizaron
analisis post hoc de comparaciones de medias ajustadas, con correccion para
multiples comparaciones.

Con el objetivo de explorar tanto los patrones generales de asociacidén entre aves y
garrapatas como sus variaciones estacionales, se elaboraron diagramas de Sankey
a partir de las abundancias de las garrapatas colectadas sobre las aves y las especies
de aves implicadas. Estos diagramas fueron generados utilizando el paquete
“‘networkD3”, en combinacién con “dplyr” para el procesamiento de los datos en R
(Allaire et al., 2025; R Core Team, 2024; Wickham et al., 2023). Los diagramas de
Sankey son herramientas visuales que permiten representar flujos entre categorias,
donde el grosor de los enlaces indica la magnitud de las conexiones. En este estudio,
se utilizaron para visualizar de forma integrada y clara las asociaciones entre especies
de aves y de garrapatas, permitiendo identificar vinculos predominantes y patrones
temporales a lo largo de las estaciones.
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4.7 Analisis espacial

Para describir la distribucion geografica de las detecciones de Ehrlichia, se utilizaron
bases de datos georreferenciadas que contienen registros de presencia de las
especies en las que se ha detectado esta bacteria. Los datos de ocurrencia fueron
tomados del Sistema Global de Informacién sobre Biodiversidad (GBIF.org, 2025) y
de bases de datos recientemente publicadas (Cuervo et al., 2021; Guglielmone et al.,
2021).

Para estimar la distribucién potencial de los hospedadores, se generaron poligonos
mediante la aplicacion de buffers de 1 km alrededor de cada registro
georreferenciado. Los cudles fueron disueltos para obtener un area continua que
represente la distribucion. Sobre esta capa se superpusieron los registros de
presencia de garrapatas y las detecciones previas de cepas de Ehrlichia informadas
en la literatura y que se encontraban cercanas filogenéticamente a las cepas
reportadas en esta tesis.

Los sitios positivos se representaron como puntos sobre una capa base de los sitios
muestreados, lo que permitié visualizar su distribucion espacial relativa en relacién
con la ocurrencia de los hospedadores, las garrapatas y las cepas bacterianas
previamente reportadas.

El analisis se llevé a cabo mediante el software de Sistema de Informacion Geografica
QGIS (version 3.34.8).

4.8 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos realizados en el marco de la tesis se desarrollaron segun
lo expresado en “Guidelines of the American Society of Mammalogists for the use of
wild mammals in research and education” y en “Guia para la utilizacién de aves
silvestres en investigacion” (Fair et al., 2010; Sikes y the Animal Care and Use
Committee of the American Society of Mammalogists, 2016). Los protocolos de
trabajo fueron aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe),
bajo el numero de protocolo 676/21 en el marco del proyecto “Epidemiologia de
Ehrlichia spp. asociadas a garrapatas (Acari: Ixodidae) de importancia sanitaria en la
Argentina”. Ademas, se cuentan con los permisos de cada parque al cual se ha

asistido.
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5. Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Recoleccion de datos

Se realizaron un total de 20 campanas de muestreo, en las cuales se colectaron 11
especies diferentes de garrapatas duras (Ixodidae) de los géneros Amblyomma,

Haemaphysalis, Ixodes y Rhipicephalus.

De vida libre se recolectaron 5946 garrapatas (4913 larvas, 912 ninfas y 121 adultos),
pertenecientes a ocho especies de tres géneros: A. aureolatum, A. dubitatum, A.
ovale, A. tigrinum, A. triste, H. juxtakochi, I. chacoensis e I. silvanus. El numero de

garrapatas recolectadas por especie y estadio sobre la vegetacién durante los dos

anos de muestreo se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Garrapatas de vida libre recolectadas en Parque Nacional Mburucuya
(PNM), Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA) y en el Parque Provincial

General San Martin (SM), entre 2021 y 2023.

Especies de Estadio PNM SM
garrapatas
Amblyomma Larvas 13
aureolatum
Ninfas 8
Adultos 24
Amblyomma Larvas 418 142
dubitatum
Ninfas 137 11
Adultos 3
Amblyomma ovale Larvas 48
Ninfas
Adultos
Amblyomma tigrinum | Larvas
Ninfas
Adultos
Amblyomma triste Larvas 5
Ninfas 11
Adultos 12
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Continuacion Tabla 4.

Especies de Estadio PNM MA SM
garrapatas
Haemaphysalis Larvas 3485 37
Juxtakochi

Ninfas 700 30

Adultos 74 2

Ixodes chacoensis Larvas 45
Ixodes silvanus Larvas 719

Ninfas 10

En las 20 campanas, se muestrearon 1013 aves silvestres pertenecientes a siete
ordenes, 23 familias, 64 géneros y 80 especies. De estas, 310 individuos estaban
infestados por garrapatas. En total se recolectaron 3232 garrapatas (2754 larvas, 476
ninfas y 2 hembras), correspondientes a diez especies: A. aureolatum, Amblyomma
calcaratum/nodosum, A. dubitatum, A. ovale, A. tigrinum, A. triste, H. juxtakochi, I.
chacoensis, I. silvanus y R. microplus. Ademas, se recolectaron especimenes de
Amblyomma (dos larvas y una ninfas) que no pudieron ser identificados a nivel de
especie. Los detalles de las especies de garrapatas recolectadas sobre estos
hospedadores se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Garrapatas recolectadas sobre hospedadores aviares en el Parque Nacional
Mburucuya (PNM), la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA) y en el
Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023.

Especies de garrapatas Estadio PNM MA SM

Amblyomma aureolatum Larvas 30
Ninfas S
Amblyomma Larvas 20
calcaratum/nodosum
Ninfas 22
Amblyomma dubitatum Larvas 560 21
Ninfas 17
Amblyomma ovale Larvas 7
Ninfas 10
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Continuacion Tabla 5.
Especies de garrapatas Estadio PNM MA SM

Amblyomma tigrinum Larvas 272
Ninfas 15
Amblyomma triste Larvas 129 9
Ninfas 31
Amblyomma tigrinum/triste Larvas 13
Haemaphysalis juxtakochi Larvas 1121 11
Ninfas 208 2
Ixodes chacoensis Larvas 462
Ninfas 60
Ixodes silvanus Larvas 105
Ninfas 96
Adultos 2
Rhipicephalus microplus Larvas 1
Amblyomma sp. Larvas 2
Ninfas 1

En total se capturaron 27 mamiferos, pertenecientes a dos érdenes (Didelphimorphia
y Rodentia), tres familias (Didelphidae, Caviidae y Cricetidae), siete géneros y siete
especies. Las comadrejas (Didelphidae) que se capturaron fueron siete de la especie
Didelphis albiventris, cinco en MA y dos en SM. Sélo las dos capturadas en SM, se
encontraron infestadas, de las cuales se colectaron 22 garrapatas de dos especies:

A. dubitatum e Ixodes loricatus.

De los 20 roedores capturados del orden Rodentia, 12 fueron identificados a nivel de
especie (dos familias, seis especies) y ocho se llegé a nivel de género (tres géneros).
Siete roedores se encontraron infestados por garrapatas, de los cuales se recolect6
un total de 11 garrapatas (una larva y diez ninfas), pertenecientes a dos géneros y
tres especies: A. dubitatum, A. tigrinum e I. chacoensis. Los detalles de las garrapatas
recolectadas sobre mamiferos se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Garrapatas colectadas sobre hospedadores mamiferos en el Parque
Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA) y
en el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023.

Especies de garrapatas Estadio PNM MA SM

Amblyomma dubitatum Larvas 9
Ninfas 1 18

Amblyomma tigrinum Larvas 1

Ixodes chacoensis Ninfas 2

Ixodes loricatus Adultos 2

5.2 Asociaciones
5.2.1 Composicion de garrapatas de vida libre

De las 5946 garrapatas de vida libre recolectadas, el andlisis de los indices de
Shannon-Wiener mostré que PNM presenté el ensamble mas diverso (H' = 1,12),

seguido por SM (H’ = 1,08), mientras que MA tuvo la menor diversidad (H’ = 0,62).

En el PNM se colectaron un total de 4944 garrapatas (4001 larvas, 852 ninfas y 91
adultos), de cinco especies diferentes: A. dubitatum, A. ovale, A. triste, H. juxtakochi
e I. chacoensis. La especie dominante fue H. juxtakochi, que representé el 86,14%
del total de los especimenes recogidos. El analisis de la abundancia relativa de las
larvas mostro que H. juxtakochi dominé en otorio, invierno y primavera, mientras que
A. dubitatum lo hizo en verano. Ademas, se registré un pico de larvas de A. ovalee |.
chacoensis en primavera (Tabla 7 y Fig. 11). Las ninfas, por su parte, mostraron el
mismo patron que las larvas, aunque en primavera I. chacoensis estuvo ausente.
Ademas, en las ninfas se observé una mayor heterogeneidad en verano con la
participacion de A. dubitatum, A. ovale y A. triste (Fig. 11). No se recolectaron adultos
durante el invierno, sin embargo, en otofio y primavera, los adultos de H. juxtakochi
predominaron en vegetacion, con algunos representantes de A. dubitatum, A. ovaley
A. triste. En verano, en cambio, se destacaron los adultos de A. triste (Tabla 7 y Fig.
12). Cabe aclarar que los adultos de A. triste fueron colectados fuera del bosque, en

pastizales que rodean los parches del bosque.
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Tabla 7. Garrapatas de vida libre colectadas en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023.

2023
Especie Estadio Otono Invierno Primavera Verano Otono Invierno
Amblyomma
dubitatum Larva 107 44 25 189 17
Ninfa 5 53 48 11 1
Adulto 1 1 1
Amblyomma ovale Larva 4
Ninfa 3 1
Adulto 1 1
Amblyomma triste Larva 3 2
Ninfa 1 6 1 2
Adulto 2 10
Haemaphysalis
Larva 2498 188 507 194
juxtakochi
Ninfa 118 474 19 15
Adulto 14 53 3
Ixodes chacoensis Larva 42 2
TOTAL 2746 869 86 739 227
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En MA, se recolectaron un total de 735 garrapatas (720 larvas, 11 ninfas y cuatro
adultos), de dos especies diferentes: A. tigrinum e I. silvanus. Esta ultima fue la
especie dominante, representando el 99,18% del total de especimenes recolectados.
Larvas de I. silvanus mostraron una estacionalidad registrando picos en invierno y
otoflo. Las ninfas de esta especie, sin embargo, se observaron en todas las
estaciones, con un pico en primavera del afno 2023 (Tabla 8 y Fig. 11). Los adultos
recolectados de vida libre sélo se registraron en verano y primavera y correspondieron

a la especie A. tigrinum (Tabla 8 y Fig. 12).

Para confirmar la identidad de /. silvanus, se sometieron a extracciéon de ADN y
amplificacion por PCR convencional dirigida al gen 16S ARNr (Mangold et al., 1998)
a un grupo de diez larvas y a una hembra, cuyos resultados mostraron una
coincidencia del 100% con el haplotipo de /. silvanus previamente reportado en la
provincia fitogeografica de las Yungas (NUumeros de acceso a GenBank: PQ604648-
PQ604649). Cabe destacar que el hallazgo de [. silvanus en la region del Chaco
Serrano (MA) representa el primer registro de esta especie de garrapata fuera de su
rango geografico conocido (Vaschalde et al., 2025a). Todos los ejemplares de /.
silvanus de vida libre fueron recolectados exclusivamente de la hojarasca en bosques

dominados por la especie Ligustrum lucidum (Oleaceae).
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Tabla 8. Garrapatas de vida libre colectadas en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023.

2021 2022 2023
Especie Estadio Primavera Invierno Verano Otono Invierno Primavera TOTAL
Amblyomma 1 1
o Larva
tigrinum
Ninfa 1 1
Adulto 3 1 4
Ixodes silvanus Larva 536 149 34 719
Ninfa 1 2 2 1 4 10
TOTAL 3 538 4 151 35 4 735
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En SM, se recolectaron 267 garrapatas (192 larvas, 49 ninfas y 26 adultos) de las
especies: A. aureolatum, A. dubitatum y H. juxtakochi. La especie dominante en los
estadios de larva y ninfa fue A. dubitatum, representando un 57,30% del total de los
especimenes recolectados (Tabla 9). Sin embargo, las larvas de A. dubitatum sélo
fueron dominantes en primavera, mientras que A. aureolatum fue mas abundante en
invierno, y H. juxtakochi en verano. Las ninfas de A. aureolatum fueron las mas
abundantes en invierno, mientras que en primavera predominaron las ninfas de H.
juxtakochi. En verano, la abundancia de las ninfas fue muy similar entre las tres
especies anteriormente mencionadas (Tabla 9 y Fig. 11). Los adultos solo se
recolectaron en primavera y estuvieron dominados por A. aureolatum, que fue la
especie en estadio adulto mas abundantes (8,99% del total) (Tabla 9 y Fig. 12).
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Figura 11. Abundancia relativa de garrapatas duras colectadas sobre vegetacion
separadas por larvas y ninfas, estacién y sitio, entre 2021-2023. Parque Nacional
Mburucuya (PNM), Reserva Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA), Parque
Provincial General San Martin (SM).
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Tabla 9. Garrapatas de vida libre colectadas en Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023.

2021 2022 2023
Especie Estadio Primavera Invierno Primavera Verano Invierno TOTAL
Amblyomma 13 13
Larva
aureolatum
Ninfa 2 2 2 2 8
Adulto 24 24
Amblyomma Larva 135 1 6 142
dubitatum
Ninfa 3 1 5 2 11
Haemaphysalis 3 1 33 37
Larva
juxtakochi
Ninfa 23 4 3 30
Adulto 1 1 2
TOTAL 191 3 12 40 21 267
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Figura 12. Abundancia relativa de garrapatas duras de vida libre adultas colectadas
entre 2021-2023. Parque Nacional Mburucuya (PNM), Reserva Hidrica y Municipal
Los Manantiales (MA), Parque Provincial General San Martin (SM).

5.2.2 Asociacién entre garrapatas y aves silvestres

Las aves capturadas en los tres sitios de muestreo (PNM, MA 'y SM), pertenecieron a
siete 6rdenes, 23 familias, 64 géneros y 79 especies. Los indices de Shannon-Wiener
indicaron una mayor diversidad en PNM (H’: 1,80), seguido por MA (H: 1,75) y por
ultimo SM (H’: 1,73), siendo el orden Passeriformes el mas representado en términos

de diversidad y abundancia en los tres sitios.

En PNM se capturaron 325 aves de cuatro 6rdenes: Accipitriformes (un individuo),
Apodiformes (uno), Columbiformes (nueve) y Passeriformes (314). Dentro del orden
Passeriformes que contenia 13 familias, se destacaron las familias Furnariidae (cinco
especies), Thraupidae (seis especies) y Tyrannidae (diez especies). Sin embargo, la
familia Turdidae fue la mas abundante, representando el 36,31% (118/325) de las
capturas, principalmente las especies Turdus amaurochalinus (69 capturas) y Turdus

rufiventris (49 capturas).
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En MA, se capturaron 295 aves de seis érdenes: Apodiformes (ocho individuos),
Columbiformes (17 individuos), Passeriformes (248), Piciformes (nueve),
Psittaciformes (11) y Strigiformes (dos). El orden Passeriformes, estuvo representado
por 14 familias, destacandose Thraupidae (cinco especies), Turdidae (seis especies)
y Tyrannidae (seis especies). Las especies mas abundantes fueron nuevamente T.
amaurochalinus (62 capturas), T. rufiventris (61 capturas).

En SM se capturaron 393 aves de cinco 6rdenes: Apodiformes (un individuo),
Columbiformes (un individuo), Passeriformes (380), Piciformes (diez) y Psittaciformes
(uno). En Passeriformes se registraron 16 familias y, de estas, se destacaron las
familias Thraupidae (nueve especies) y Tyrannidae (seis especies). Al igual que en
los otros sitios, la familia Turdidae fue la mas abundante, con T. amaurochalinus (99
capturas) y T. rufiventris (49 capturas).

De estas aves, 310 se encontraron infestadas con garrapatas pertenecientes todas al
orden Passeriformes, 12 familias, 29 géneros y 34 especies, la mayor riqueza de
especies de garrapatas recolectadas se observé en PNM, con siete especies, seguido
de SM con cuatro especies y, por ultimo, MA con dos especies (Tabla 10, Tabla 11y
Tabla 12). La prevalencia general de infestacion por garrapatas fue del 30,60%,
observandose diferencias significativas entre los sitios (X22g= 261,12; p < 0,001). En
PNM, la proporciéon de aves infestadas fue considerablemente mayor, con una
prevalencia de 61,54% (200/325; IC 95%: 56,14 - 66,66%), seguida por MA con una
prevalencia de 29,49% (87/295; IC 95%: 24,58 - 34,93%) y, finalmente, SM donde la
prevalencia fue notablemente menor, del 5,85% (23/393; IC 95%: 3,93 - 8,63%) (Fig.

13).
| 589, |
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Figura 13. Prevalencia de infestacién de garrapatas sobre aves silvestres en el
Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales
(MA) y el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023.
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Tabla 10. Aves silvestres capturadas en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023. I/C: Numero total de aves
infestadas/Numero de aves capturadas; P: prevalencia de infestacién (%); N: nUmero de garrapatas capturadas; AM: abundancia

media; IM: intensidad media.

Aves Garrapatas

Orden Familia Especie I/C P Especie de garrapata Estadio N AM IM
Accipitriformes | Accipitridae  Busarellus nigricollis 0/1
Apodiformes Trochilidae Hylocharis chrysura 0/1
Columbiformes | Columbidae  Columbina talpacoti 0/1
Leptotila rufaxilla 0/3
Leptotila verreauxi 0/5

Passeriformes Cardinalidae  Cyanoloxia brissonii 3/4 25 Amblyomma calcaratum/nodosum Larva 1 0,25 1

25 Amblyomma dubitatum Larva 1 0,25* 1

25 Amblyomma triste Larva 3 0,75* 3

75 Haemaphysalis juxtakochi Larva 7 1,75 2,33

Ninfa 1 0,25* 0,33

Corvidae Cyanocorax cyanomelas  1/1 100 Ixodes chacoensis Larva 1 1,00* 1
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas
Passeriformes Furnariidae Furnarius rufus 4/6 17 A. calcaratum/nodosum Larva 1 0,17 1
33 A. dubitatum  Llarva 12 2 6
33 A. triste  Larva 33 55 16,5
50 H. juxtakochi lLarva 7 1,17* 2,33
50 Ninfa 2 0,33 0,67
17 I. chacoensis Ninfa 1 0,17 1
Lepidocolaptes angustirostris 4/4 25 A. calcaratum/nodosum Ninfa 1 0,25 1
25 Amblyomma ovale larva 1 0,25* 1
75 I. chacoensis Larva 3 0,75%* 1
75 Ninfa 1 0,25 0,33
Synallaxis albescens 1/1 100 I. chacoensis Larva 1 1,00%* 1
100 Ninfa 2  2,00* 2
Synallaxis frontalis 0/1
Syndactyla rufosuperciliata 11/15 7 A. calcaratum/nodosum Ninfa 1 0,07 1
20 A. dubitatum Larva 4  0,27* 1,33
13 A. triste  lLarva 1 0,07* 0,5
13 Ninfa 1 0,07* 0,5
53 H. juxtakochi larva 41 2,73 5,13
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas
Passeriformes Furnariidae Syndactyla rufosuperciliata 60 l. chacoensis  lLarva 76 5,07* 8,44
60 Ninfa 13 0,87* 1,44
Icteridae Agelaioides badius 1/1 100 A. triste Larva 13 13* 13
Parulidae Basileuterus culicivorus 2/16 13 I. chacoensis  Ninfa 2 0,13* 1
Myiothlypis leucoblephara 12/26 15 A. dubitatum  Larva 50 1,92 12,5
4 A.ovale  Ninfa 1 0,04* 1
15 A. triste Larva 11 0,42* 2,75
15 Ninfa 15 0,58* 3,75
31 H. juxtakochi  Larva 20 0,77%* 2,5
23 I. chacoensis Larva 125 4,81 20,83
23 Ninfa 2 0,08* 0,33
Passerellidae Arremon flavirostris 11/17 6 A. dubitatum Larva 2 0,12* 2
12 A.ovale larva 2 0,12 1
12 Ninfa 4 0,24 2
24 A. triste  Larva 4 0,24* 1
24 Ninfa 2 0,12* 0,5
35 H. juxtakochi  lLarva 79 465 13,17
35 Ninfa 2 0,12 0,33
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas
Passeriformes | Passerellidae Arremon flavirostris 11/17 12 I. chacoensis Larva 12 0,71 6
Zonotrichia capensis 1/1 100 A. triste Larva 2 2 2
Thamnophilidae Taraba major 3/7 29 A. calcaratum/nodosum Ninfa 2 0,29 1
29 A. dubitatum Larva 53 7,57* 26,5
29 Ninfa 1 0,14* 0,5
29 H. juxtakochi lLarva 47 6,71* 23,5
29 Ninfa 3 043* 15
43 I. chacoensis Larva 3 0,43 1
Thamnophilus caerulescens 3/4 25 A. calcaratum/nodosum Ninfa 1 0,25 1
25 H. juxtakochi Ninfa 3  0,75* 3
75 I. chacoensis Larva 1 0,25* 0,33
75 Ninfa 3 0,75 1

Thraupidae Coryphospingus cucullatus 0/1

Saltator coerulescens 8/12 17 A. calcaratum/nodosum Ninfa 2 0,17 1
8 A. dubitatum lLarva 1 0,08* 1
8 Ninfa 1 0,08* 1
8 A. triste lLarva 1 0,08* 1
50 H. juxtakochi larva 17 1,42* 2,83
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas
Passeriformes Thraupidae Saltator coerulescens 8/12 50 Ninfa 6 0,50* 1
33 I. chacoensis  Larva 8 0,67* 2
33 Ninfa 2 0,17* 0,5
Saltator similis 9/13 15 A. dubitatum  Larva 1 0,08* 0,5
15 Ninfa 1 0,08* 0,5
8 A. triste  larva 1 0,08* 1
46 H. juxtakochi  lLarva 30 2,31* 5
23 I. chacoensis  lLarva 2 0,15 0,67
23 Ninfa 1 0,08 0,33
Tachyphonus rufus 15/16 6 A. calcaratum/nodosum  Larva 1 0,06 1
6 Ninfa 1 0,06 1
25 A. dubitatum  Larva 9 0,56 2,25
6 A. triste  Larva 5 0,31* 5
75 H. juxtakochi  lLarva 26 1,63* 2,17
19 I. chacoensis  lLarva 3 0,19* 1
19 Ninfa 3 0,19 1
Thlypopsis sordida 1/1 100 I. chacoensis  Larva 3 3,00* 3

Thraupis sayaca

0/6
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas
Passeriformes Tityridae Pachyramphus viridis 0/2
Troglodytidae Troglodytes musculus 3/6 17 A. dubitatum larva 1 0,17* 1
50 I. chacoensis  Larva 9 1,5 3
50 Ninfa 2 0,33 0,67
Turdidae Turdus amaurochalinus 58/69 13 A. calcaratum/nodosum  Larva 8 0,12 0,89
13 Ninfa 9 0,13 1
61 A. dubitatum  Larva 195 2,83 4,64
61 Ninfa 7 0,1 0,17
10 A.ovale Llarva 4 0,06 0,57
10 Ninfa 4 0,06 0,57
23 A. triste  Larva 39 0,57* 2,44
1 Amblyommasp. Larva 1 0,01 1
1 Amblyommasp. Ninfa 1 0,01 1
55 H. juxtakochi  Larva 473 6,86 12,45
55 Ninfa 83 1,2 2,18
33 l. chacoensis Larva 91 1,32 3,96
33 Ninfa 13  0,19* 0,57
1 Rhipicephalus microplus Larva 1 0,01* 1
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas

Passeriformes | Turdidae Turdus rufiventris 43/49 18 A. calcaratum/nodosum Larva 10 0,2 1,11
18 Ninfa 3 0,06 0,33
63 A. dubitatum Larva 230 4,69 7,42
63 Ninfa 7 0,14 0,23
2 A.ovale Ninfa 1 0,02 1
24 A. triste  lLarva 16 0,33 1,33
24 Ninfa 13 0,27* 1,08
2 Amblyomma sp. Larva 1 0,02 1
73 H. juxtakochi Larva 369 7,53 10,25
73 Ninfa 105 2,14 2,92
47 l. chacoensis Larva 125 2,55 5,43
47 Ninfa 14 0,29 0,61
Tyrannidae  Cnemotriccus fuscatus 1/1 100 A. dubitatum Llarva 1 1,00* 1

Elaenia albiceps/parvirostris 0/2

Elaenia spectabilis 0/1
Hemitriccus margaritaceiventer 1/3 33 I. chacoensis Larva 1 0,33* 1
Knipolegus cyanirostris 1/1 100 A. calcaratum/nodosum Ninfa 1 1 1
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Continuacion Tabla 10.

Aves Garrapatas

Passeriformes Tyrannidae Knipolegus cyanirostris 1/1 100 H. juxtakochi Larva 3,00*
Lathrotriccus euleri 1/4 25 1. chacoensis Ninfa 0,25%*

Myiarchus tyrannulus 0/2
Myiodynastes maculatus 1/4 25 H. juxtakochi Larva 0,50*
25 H. juxtakochi Ninfa 0,75*

Myiophobus fasciatus 0/1

Tyrannidae Pitangus sulphuratus 0/12
Vireonidae Cyclarhis gujanensis 1/2 50 I. chacoensis Larva 0,50*

Vireo olivaceus 0/2

*: nueva asociacion garrapata-ave.
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Tabla 11. Aves silvestres capturadas en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023. I/C: Numero total
de aves infestadas/Numero de aves capturadas; P: prevalencia de infestacién (%); N: numero de garrapatas capturadas; AM:

abundancia media; IM: intensidad media.

Aves Garrapatas
Orden Familia Especie 1/C P Especie de garrapata Estadio N AM IM
Apodiformes Trochilidae Chlorostilbon lucidus 0/3
Sappho sparganurus 0/5
Columbiformes Columbidae Leptotila verreauxi 0/8
Patagioenas maculosa 0/5
Zenaida auriculata 0/4
Passeriformes Cardinalidae  Cyanoloxia brissonii 0/2
Piranga flava 0/1
Furnariidae Furnarius rufus 2/6 33 Amblyomma tigrinum Larva 16 2,67 8
Pseudoseisura lophote 2/4 50 A. tigrinum Larva 39 9,75 19,5
Ninfa 1 0,25 0,5
Synallaxis albescens 0/1
Icteridae Agelaioides badius 4/16 13 A. tigrinum Larva 1 0,06 0,5
Ninfa 1 0,06 0,5
13 Ixodes silvanus Ninfa 2 0,13* 1
Molothrus bonariensis 1/4 25 I. silvanus Ninfa 1 0,25* 1
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Continuacion Tabla 11.

Aves Garrapatas
Passeriformes Icteridae Molothrus rufoaxillaris 0/2
Mimidae Mimus saturninus 0/1
Parulidae Myioborus brunniceps 0/1
Passerellidae Zonotrichia capensis 1/4 25 l. silvanus  Ninfa 3 0,75 3
Polioptilidae Polioptila dumicola 0/1
Thamnophilidae Taraba major 1/3 33 I. silvanus  Ninfa 1 0,33 1
Thraupidae Coryphospingus cucullatus 1/1 100 A. tigrinum  Larva 2 2 2
Rauenia bonariensis 0/7
Saltator aurantiirostri 0/5
Sicalis flaveola 2/3 67 A. tigrinum  Larva 5 1,67 2,5
Ninfa 1 0,33* 0,5
Sporophila caerulescens 0/2
Pachyramphus validus 0/1
Troglodytidae Troglodytes musculus 6/10 20 A. tigrinum  Larva 9 09 45
Ninfa 3 03 1,5
50 l. silvanus  Larva 10 1,00* 2
Ninfa 4 0,40* 0,8
Turdidae Catharus ustulatus 0/3
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Continuacion Tabla 11.

Aves Garrapatas

Passeriformes Turdidae Turdus amaurochalinus 28/62 27 A. tigrinum Larva 127 2,05 7,47
27 Ninfa 6 0,10* 0,35
27 1. silvanus Hembras 1 0,02* 0,06
27 Larva 11 0,18* 0,65
27 Ninfa 31 0,50* 1,82
Turdus chiguanco 4/11 9 A. tigrinum Larva 3 0,27* 3
27 1. silvanus Hembras 1 0,09* 0,33
Larva 36 3,27* 12
Ninfa 1 0,09* 0,33
Turdus nigriceps 2/9 22 I. silvanus Ninfa 4 0,44 2
Turdus rufiventris 61 25 A. tigrinum Larva 69 1,13* 4,6
25 Ninfa 3 0,05* 0,2
36 1. silvanus Larva 33 0,54 1,5
36 1. silvanus Ninfa 49 0,8 2,23

Tyrannidae  Elaenia albiceps 0/3

Elaenia albiceps/parvirostris 0/8

Elaenia parvirostris 0/1

Euscarthmus meloryphus 0/1
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Continuacion Tabla 11.

Aves Garrapatas
Passeriformes Tyrannidae Myiarchus swainsoni 0/3
Myiophobus fasciatus 0/1
Pitangus sulphuratus 1/6 17 A. tigrinum Larva 1 0,17* 1
Vireonidae Cyclarhis gujanensis 1/4 25 I. silvanus Larva 15 3,75 15
Piciformes Picidae Colaptes melanochloros 0/7
Picumnus cirratus 0/2
Psittaciformes Psittacidae Myiopsitta monachus 0/11
Strigiformes Strigidae Glaucidium brasilianum 0/2

*: nueva asociacion garrapata-ave.
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Tabla 12. Aves silvestres capturadas en y el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023. I/C: Numero total de
aves infestadas/Numero de aves capturadas; P: prevalencia de infestacién (%); N: numero de garrapatas capturadas; AM:

abundancia media; IM: intensidad media.

Aves Garrapatas
Orden Familia Especie 1/C P Especie de garrapata Estadio N AM IM
Apodiformes Trochilidae Hylocharis chrysura 0/1
Columbiformes | Columbidae  Columbina picui 0/1
Passeriformes Cardinalidae  Cyanoloxia brissonii 0/3
Corvidae Cyanocorax chrysops 0/3
Cotingidae Phytotoma rutila 0/1
Furnariidae Furnarius rufus 0/6
Lepidocolaptes angustirostris ~ 0/22
Synallaxis frontalis 0/2
Icteridae Agelaoiodes badius 2/12 8,3 A. dubitatum Larva 1 8,33* 3
8,3 A. triste/tigrinum Larva 1 13 13
Parulidae Myiothlypis leucoblephara 0/18
Setophaga pitiayumi 0/3
Passerellidae  Zonotrichia capensis 1/52 2 A. aureolatum Ninfa 1 0,02 1
Passeridae Passer domesticus 0/1
Polioptilidae  Polioptila dumicola 0/3
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Continuacion Tabla 12.

Aves Garrapatas

Passeriformes | Thamnophilidae Taraba major 2/3 33 A. aureolatum larva 19 6,33* 19
33 A. dubitatum Larva 3 1 3
Thraupidae Coryphospingus cucullatus 1/10 10 A. aureolatum larva 1  0,10* 1

Microspingus melanoleucus 0/1

Paroaria coronata 0/2

Rauenia bonariensis 0/1

Saltator aurantiirostri 0/18
Saltator coerulescens 1/17 6 A. aureolatum Larva 4 0,24%* 4

Saltator similis 0/9

Sicalis flaveola 0/8

Thraupis sayaca 0/3

Tityridae Pachyramphus polychopterus 0/1
Troglodytidae Troglodytes musculus 2/8 25 A. aureolatum Larva 6 0,75 3
25 Ninfa 1 0,13 0,5
Turdidae Turdus amaurochalinus 5/99 2 A. aureolatum Ninfa 2 0,02 1
1 A. triste  Ninfa 9 0,09 9
2 H. juxtakochi Larva 1 0,01 0,5
Ninfa 2 0,02 1

78



Continuacion Tabla 12.

Aves Garrapatas

Passeriformes Turdidae Turdus rufiventris 9/49 2 A. aureolatum Ninfa 1 0,02 1
12 A. dubitatum lLarva 15 0,31 2,5
8 H. juxtakochi  Larva 10 0,2 2,5

Tyrannidae  Elaenia parvirostris 0/3

Hemitriccus margaritaceiventer 0/1

Lathrotriccus euleri 0/13

Phyllocartes ventralis 0/1

Pitangus sulphuratus 0/3

Serpophaga subcristata 0/2

Vireonidae Cyclarhis gujanensis 0/2

*: nueva asociacion garrapata-ave.
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5.2.2.1. Analisis espacial de la asociacion garrapata-aves

En PNM, las 200 aves que se encontraron infestadas por garrapatas, correspondieron
a 12 familias, 24 géneros y 26 especies (Tabla 10). La familia Turdidae fue la mas
parasitada, tanto por larvas como por ninfas, con el 68,77% (1823/2651) de las
garrapatas colectadas y el 85,59% (101/118) del total de las aves infestadas, siendo
T. amaurochalinus y T. rufiventris las Unicas especies de esta familia capturadas.
Estas dos especies también presentaron la mayor diversidad de especies de
garrapatas (Tabla 10; Fig. 14). Las garrapatas recolectadas sobre las aves
pertenecieron a las especies A. calcaratum/nodosum (prevalencia total: 8,92%;
29/325), A. dubitatum (prevalencia total: 29,23%; 95/325), A. ovale (prevalencia total:
3,69%; 12/325), A. triste (prevalencia total: 14,15%; 46/325). H. juxtakochi
(prevalencia total: 40,61%; 132/325), I. chacoensis (prevalencia total: 28,31%; 92/325)
y R. microplus (prevalencia total: 0,31%; 1/325). Respecto a las larvas, A. dubitatum,
H. juxtakochi e I. chacoensis fueron las mas abundantes, registradas en un amplio
espectro de hospedadores. Para las ninfas, tanto H. juxtakochi como I. chacoensis

fueron las especies mas representadas (Fig. 15).
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Figura 14. Diagrama de Sankey que vincula hospedadores y larvas garrapatas colectadas durante las capturas de aves en el Parque
Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023. El grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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PNM (ninfas)
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Figura 15. Diagrama de Sankey que vincula hospedadores y ninfas de garrapatas colectadas durante las capturas de aves en el
Parque Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023. El grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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En MA, los 87 individuos registrados infestados por garrapatas, correspondieron al
orden Passeriformes, nueve familias, 12 géneros y 15 especies. Nuevamente, la
familia Turdidae fue la mas parasitada, con 375 de las 490 (76,53%) garrapatas
colectadas y con 65 individuos de los 87 parasitados, siendo T. amaurochalinusy T.
rufiventris las especies mas capturadas y parasitadas (Tabla 11 y Fig. 16). Las
garrapatas recolectadas sobre las aves pertenecieron a las especies A. tigrinum
(prevalencia total: 15,93%; 47/295) e I. silvanus (prevalencia total: 18,64%; 55/295).
Las larvas de A. tigrinum fueron mas abundantes y se hallaron en un mayor numero
de especies hospedadoras que /. silvanus. Sin embargo, para las ninfas sucedi6 lo
contrario, las ninfas de [I. silvanus fueron las mas abundantes y se encontraron

asociada a mas hospedadores que A. tigrinum (Fig. 16).
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Figura 16. Diagrama de Sankey que vincula hospedadores y garrapatas colectadas
durante las capturas de aves en la Reserva Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA),
entre 2021-2023. El grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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En SM, las 23 aves que se encontraron infestadas con garrapatas, correspondieron a
seis familias, siete géneros y ocho especies. Las garrapatas recolectadas sobre las
aves pertenecieron a las especies A. aureolatum (prevalencia total: 2,29%; 9/393), A.
dubitatum (prevalencia total: 2,03%; 8/393), A. triste (prevalencia total: 0,25%; 1/393)
y H. juxtakochi (prevalencia total: 1,53%; 6/393). En el caso de las larvas, los
hospedadores maés frecuentes fueron T. rufiventris y Taraba major (familia
Thamnophilidae) (Tabla 12 y Fig. 17). Para las ninfas, al igual que en los otros sitios,
la familia Turdidae fue la mas parasitada (14 individuos), siendo T. amaurochalinus la
especie destacada (Fig. 17). Las larvas de A. aureolatum y A. dubitatum fueron las
mas abundantes y se asociaron con una mayor diversidad de hospedadores. En
contraste, entre las ninfas, A. triste fue las mas abundantes, asociada exclusivamente

a T. amaurochalinus (Fig. 17).
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SM (larvas)
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Figura 17. Diagrama de Sankey que vincula hospedadores y garrapatas colectadas

durante las capturas de aves en el Parque Provincial General San Martin (SM), entre

2021-2023. El grosor de las lineas representa el nimero de garrapatas.
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5.2.2.2. Analisis estacional de la asociacion garrapata-aves

En PNM, los analisis de Sankey evidenciaron que en primavera y verano se registré
la mayor diversidad de larvas, mientras que el otofio fue la estacion donde se
registraron menos larvas. Las larvas de H. juxtakochi fueron predominantes durante
otofio, invierno y verano, asociadas a una amplia diversidad de especies
hospedadoras. La mayor abundancia de larvas [|. chacoensis se observd en
primavera, con casi la misma cantidad de larvas de A. dubitatum, ambas asociadas a
una amplia diversidad de hospedadores (Fig. 18; 19; 22). Las ninfas de H. juxtakochi
dominaron en todas las estaciones, compartiendo en verano con las ninfas de /.
chacoensis que alcanzaron abundancias comparables (Fig. 20). Las ninfas de H.
juxtakochi en todas las estaciones mostraron una fuerte asociacién con la familia
Turdidae e I. chacoensis se encontré asociada a mayor diversidad de hospedadores,
siendo en verano mayormente asociada a Syndactyla rufosuperciliata (Fig. 20; 21).
En primavera se registr6 un T. amaurochalinus con seis de las siete especies
presentes en aves (tres larvas de A. calcaratum/nodosum, cinco larvas de A.
dubitatum, una ninfa de A. ovale, una larva de A. triste, una larva y cuatro ninfas H.
juxtakochi y siete larvas y dos ninfas de . chacoensis), en verano, otro ejemplar de
esta especie presentd 114 garrapatas de cuatro especies diferentes (una larva y una
ninfa de A. dubitatum, una ninfa de A. ovale, 108 larvas y dos ninfas de H. juxtakochi
y una ninfa de . chacoensis). No obstante, el caso de mayor infestacion individual fue
un Myiothlypis leucoblephara (Familia: Parulidae) que registr6 152 garrapatas (35
larvas de A. dubitatum, nueve larvas y tres ninfas de A. triste, tres larvas de H.
Jjuxtakochiy 101 larvas y una ninfa de . chacoensis).
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Figura 18. Diagrama de Sankey que vincula aves y larvas colectadas en otofo-

invierno en Parque Nacional Murucuya (PNM), entre 2021-2023. El grosor de las

lineas representa el nimero de garrapatas.
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Figura 19. Diagrama de Sankey que vincula aves y larvas colectadas en primavera-
verano en Parque Nacional Murucuya (PNM), entre 2021-2023. El grosor de las lineas

representa el numero de garrapatas.
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PNM (ninfas)
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INVIERNO
Figura 20. Diagrama de Sankey que vincula aves y ninfas colectadas en otofo-
nvierno en Parque Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023. El grosor de las
lineas representa el numero de garrapatas.
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Figura 21. Diagrama de Sankey que vincula aves y ninfas colectadas en primavera-
verano en Parque Nacional Mburucuya (PNM), entre 2021-2023. EI grosor de las
lineas representa el numero de garrapatas.
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En MA, las larvas de . silvanus se encontraron en otofio e invierno, asociadas
principalmente a especies del género Turdus, aunque en invierno se observé en una
mayor diversidad de hospedadores. En primavera dominé la presencia de larvas de
A. tigrinum asociado a una amplia diversidad de hospedadores, mientras que en
verano se registraron larvas de A. tigrinum asociadas Uunicamente a hospedadores del
género Turdus (Fig. 22 y Fig. 23; 24). Las ninfas de /. silvanus estuvieron presentes
durante todas las estaciones, siendo la Unica especie recolectada en otofio. Por otro
lado, las ninfas de A. tigrinum, se encontraron en todas las estaciones excepto en el
otofo, con una marcada predominancia en invierno (Fig. 25; 26). En otofo e invierno
todas las ninfas recolectadas estuvieron fuertemente asociadas a aves del género
Turdus, mientras que en primavera se observo la mayor diversidad de hospedadores
(Fig. 25; 26). En invierno, se observd un caso en un individuo de T. amaurochalinus
que presentd los tres estadios de 1. silvanus: diez larvas, una ninfa y una hembra. No
obstante, la mayor carga parasitaria se registré en un Turdus chiguanco, del cual se

extrajeron 35 garrapatas de /. silvanus (34 larvas y una hembra).
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Figura 22. Abundancia relativa de garrapatas duras colectadas sobre aves silvestres
separada por estadio, por especie, por estacion y por sitio en el Parque Nacional
Mburucuya (PNM), la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA) y el Parque
Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023.
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MA (larvas)
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Figura 23. Diagrama de Sankey que vincula aves y larvas colectadas en otofo-
invierno en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023.

El grosor de las lineas representa el nUmero de garrapatas.
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MA (larvas)
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Figura 24. Diagrama de Sankey que vincula aves y larvas colectadas en primavera-
verano en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023. El
grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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MA (ninfas)
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Figura 25. Diagrama de Sankey que vincula aves y ninfas colectadas en otofio-

invierno en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023.

El grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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MA (ninfas)
Agelaioides badius

Molothrus bonariensis
Taraba major

Turdus amaurochalinus

Turdus chiguance
Turdus nigriceps

Turdus rufiventris

Troglodytes musculus

Pseudoseisura lophote
Sicalis flaveola

A. tigrinum

‘ 1. silvanus
e

A. rigrinum

| L silvanus

Troglodytes musculus

Turdus amaurochalinus

Turdus rufiventris

Turdus nigriceps

Zonotrichia capensis

Figura 26. Diagrama de Sankey que vincula aves y ninfas colectadas en primavera-
verano en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (MA), entre 2021-2023. El
grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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En SM, las larvas de A. aureolatum estuvieron presentes en invierno, primavera y
verano, siendo las unicas registradas en invierno en dos hospedadores aviares. En
primavera se registraron las cuatro especies presentes en este sitio, siendo las larvas
de A. tigrinum/triste las de mayor abundancia, todas recolectadas sobre un unico
hospedador: Agelaioides badius. Las larvas de A. dubitatum fueron las de mayor
abundancia en verano, asociadas mayormente a T. rufiventris, seguidas por H.
Jjuxtakochi'y finalmente por A. aureolatum (Fig. 22 y Fig. 27). Al contrario de los otros
dos sitios de muestreo, aqui las familias Thraupidae (Saltator coerulescens) y
Thamnophilidae (Taraba major) fueron las méas infestadas por larvas (Fig. 27). En
invierno las ninfas se comportaron igual que las larvas en invierno, registrando
exclusivamente a A. aureolatum, pero en un hospedador distinto que al de larvas (Fig.
28). En primavera, dominé también A. triste y no hubo registro de ninfas de A.
dubitatum. En invierno y primavera sélo especies del género Turdus fueron las
infestadas En verano Unicamente se registraron ninfas de A. aureolatum sobre dos
especies hospedadoras. Por ultimo, tanto las larvas como las ninfas de H. juxtakochi,
colectadas solamente en primavera y verano, se encontraron unicamente asociadas
a aves del género Turdus (Fig. 28). La mayor carga parasitaria se registré en invierno

en un ejemplar de Taraba major, con 19 larvas de A. aureolatum.
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Figura 27. Diagrama de Sankey que vincula aves y larvas colectadas en diferentes
estaciones en el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023. El
grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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SM (ninfas)
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Figura 28. Diagrama de Sankey que vincula aves y ninfas colectadas en diferentes
estaciones en el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023. El
grosor de las lineas representa el numero de garrapatas.
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5.2.2.3. Abundancia relativa de garrapatas en aves silvestres

Por ultimo, los modelos multivariados ajustados mediante “manyglm” confirmaron
efectos significativos del lugar como de la estacidbn sobre la abundancia de

garrapatas, tanto en sus estadios de larvas como de ninfas.

Para las larvas recolectadas sobre las aves, los efectos del lugar (Dev = 746,8; p =
0,01) y la estacion (Dev = 152,8; p = 0,01) resultaron significativos en el modelo
multivariado, indicando que la abundancia de larvas de garrapatas recolectadas sobre
las aves varia segun el sitio y la época del afio. A nivel univariado, el lugar influy6
significativamente sobre todas las especies, indicando que la variabilidad espacial es
un factor relevante a tener en cuenta. La estacion fue significativa sobre todas las
especies, excepto para A. aureolatum, A. calcaratum/nodosum y A. triste, sugiriendo
patrones estacionales para la mayoria de ellas (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis univariado de la Deviance (manyglm) para cada especie de larvas
recolectadas sobre las aves en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva
Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA) y el Parque Provincial General San Martin
(SM), entre 2021-2023. El modelo aplicado fue: abund_filtrada ~ Estacion + Lugar. En
negrita se encuentra resaltado las significancias.

Variable Estacion(p- Lugar (p-valor)
valor)

A. aureolatum 0,86 0,02
A. calcaratum/nodosum 0,98 0,01
A. dubitatum 0,86 0,01

A. ovale 0,19 0,02

A. triste 0,86 0,01
A. tigrinum 0,01 0,01
H. juxtakochi 0,01 0,01
| chacoensis 0,01 0,01
I. silvanus 0,01 0,01
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Las comparaciones post hoc para estaciones mostraron diferencias significativas
importantes entre invierno, primavera y verano para las larvas. Las variaciones
temporales tienen un efecto significativo sobre la abundancia de las larvas, en
particular, primavera-verano se diferencian de invierno-otoino, afectando las especies
en el estadio de larvas. También esta prueba refuerza que si existe diferencias
especificas entre sitios (principalmente entre MA y PNM). Esto sugiere que, podria
ser que las caracteristicas ambientales de cada sitio (como vegetacion, fauna
hospedadora, o condiciones microclimaticas) estén influyendo de manera
diferenciada en las especies de larvas, especialmente en ciertas especies mas

sensibles a esos factores. (Tabla 14).

Tabla 14. Comparaciones post hoc por Lugar y Estacion de la abundancia de larvas
recolectadas sobre las aves en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva
Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA) y el Parque Provincial General San Martin
(SM), entre 2021-2023. En negrita se encuentra resaltado las significancias.

Comparacion Multivariado Variables con diferencias significativas

(p)

Lugar

A. calcaratum/nodosum, A. dubitatum, A. ovale, A.

MA vs PNM 0,001 triste, A. tigrinum, H. juxtakochi, I. chacoensis e I.
silvanus
MA vs SM 0,001 A. dubitatum, H. juxtakochi e I. silvanus
A. calcaratum/nodosum, A. dubitatum, A. ovale, A.
PNM vs SM 0,001 . . ) .
triste, H. juxtakochi e I. chacoensis
Estacion
Invierno vs
0,13 Ninguna significancia
Otofio
Invierno vs
0,001 A. tigrinum, H. juxtakochi, I. chacoensis, I. silvanus
Primavera
Invierno vs

0,003 H. juxtakochi, I. silvanus
Verano
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Continuacion Tabla 14.

Comparacion Multivariado Variables con diferencias significativas
(p)
Otofio vs o _ . . .
0,001 A. tigrinum, H. juxtakochi, . chacoensis, I. silvanus
Primavera
Otofo vs

0,001 H. juxtakochi, I. silvanus
Verano

Primavera vs o .
0,001 A. ovale, A. tigrinum e |. chacoensis
Verano

Para las ninfas, también se encontraron efectos significativos del lugar (Dev = 485,2;
p = 0,01) como de la estacion (Dev = 65,9; p = 0,01), indicando que la abundancia de
ninfas recolectadas sobre las aves varia segun el sitio y la época del ano. A nivel
univariado, el lugar influyd sobre todas las especies evaluadas, sugiriendo que las
condiciones de cada ambiente tienen un impacto significativo en la abundancia de las
ninfas en este estudio. Mientras que la estacion afecté6 a menos especies de forma
significativa, pero igual detecta patrones estacionales claros en A. triste (p = 0,01) e
I. silvanus (p = 0,01), indicando que las estaciones pueden estar influyendo en la

dindmica de estas especies (Tabla 15).
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Tabla 15. Analisis univariado de la Deviance (“manyglm”) para cada especie de ninfas
recolectadas sobre las aves en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva
Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA) y el Parque Provincial General San Martin
(SM), entre 2021-2023. El modelo aplicado fue: abund_data_ninfas_AA~ Estacion +
Lugar. En negrita se encuentra resaltado las significancias.

Variable Estacion Lugar

(p-valor) (p-valor)

A. aureolatum 0,86 0,02
A. calcaratum/nodosum 0,61 0,01
A. triste 0,01 0,01
A. tigrinum 0,61 0,01
H. juxtakochi 0,14 0,01
1. chacoensis 0,35 0,01
I. silvanus 0,01 0,01

Los analisis post hoc reforzaron estas observaciones, destacando diferencias
significativas en las comunidades de ninfas entre MA y los otros dos sitios,
especialmente con PNM. En cuanto a las estaciones, el invierno se diferencia
significativamente de las estaciones calidas, especialmente asociadas a A. triste e I.
silvanus y la primavera se diferencia significativamente del verano por las ninfas de
H. juxtakochi (Tabla 16).
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Tabla 16. Comparaciones post hoc por Lugar y Estacion de la abundancia de ninfas
recolectadas sobre las aves en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva
Hidrica y Municipal Los Manantiales (MA) y el Parque Provincial General San Martin
(SM), entre 2021-2023. En negrita se encuentra resaltado las significancias.

Comparacion Multivariado  Variables con diferencias significativas

(p)

Lugar
A. calcaratum/nodosum, A. triste, A. tigrinum, H.
MA vs PNM 0,001 ) . .
juxtakochi e I. chacoensis
MA vs SM 0,001 A. aureolatum, A. tigrinum e I. silvanus
A. aureolatum, A. calcaratum/nodosum, H.
PNM vs SM 0,001 ) . .
juxtakochi e I. chacoensis
Estacion
Invierno vs
0,014 |. chacoensis
Otoio
Invierno vs
0,004 A. triste e I. silvanus
Primavera
Invierno vs
0,002 l. silvanus
Verano
Otofio vs
0,019 Ninguna significancia
Primavera
Otofio vs
0,001 l. silvanus
Verano
Primavera vs
0,017 H. juxtakochi
Verano

5.2.3 Asociacién entre garrapatas y mamiferos

Los mamiferos capturados en los tres sitios de muestreo (PNM, MA y SM),
pertenecieron a dos érdenes, tres familias, siete géneros y siete especies. En PNM
se capturaron tres mamiferos, todos pertenecientes al orden Rodentia, de la familia
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Cricetidae: Oligoryzomys flavescensy Pseudoryzomys simplex. En MA, se capturaron
ocho mamiferos, de los 6rdenes Didelphimorphia y Rodentia, de tres familias
(Didelphidae, Caviidae y Cricetidae), con una especie por familia: Didelphis
albiventris, Galea leucoblephara y Calomys venustus. En SM se capturaron 16
mamiferos de dos 6rdenes (Didelphimorphia y Rodentia) y dos familias (Didelphidae
y Cricetidae), representado por cinco géneros: Didelphis, Akodon, Calomys,

Oligoryzomys y Oxymycterus.

De estos mamiferos, cinco se encontraron infestados con garrapatas pertenecientes
a los dos érdenes, dos familias, cinco géneros y cinco especies (Tabla 17). La mayor
riqueza de especies de garrapatas recolectadas sobre estos mamiferos se observé
tanto en SM con dos especies como en PNM también con dos especies, seguido de
MA con una unica especie. La prevalencia general de infestacion por garrapatas fue
del 33,33%, observandose una prevalencia de 100% (3/3) en PNM, seguida por SM
con una prevalencia del 31,25% (5/16) y, finalmente, MA donde la prevalencia fue del
12,50% (1/8).

En PNM los tres roedores capturados estaban infestados, uno con una ninfa de A.
dubitatumy dos con una ninfa de /. chacoensis. En MA, solo un roedor (C. venustus)
presentod una larva de A. tigrinum. En SM, se detecté en dos comadrejas la presencia
de larvas y ninfas de A. dubitatumy en una de ellas ademas se recolectaron adultos
de Ixodes loricatus. Con respecto a los roedores de la familia Cricetidae de SM, tres
se encontraron infestados, todos registraron ninfas de A. dubitatum.

No se pudo realizar analisis estadisticos de asociaciones estacionales ni espaciales,
debido a la escasa cantidad de individuos parasitados y la ausencia de patrones
estacionales consistentes. Esto limita la posibilidad de aplicar pruebas robustas.
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Tabla 17. Mamiferos silvestres capturados en el Parque Nacional Mburucuya (PNM), la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales
(MA) y el Parque Provincial General San Martin (SM), entre 2021-2023. I/Cm: numero de mamiferos infestados/niumero de

mamiferos capturados; P: prevalencia (%); N: nimero de garrapatas capturadas; AM: abundancia media; IM: intensidad media.

Mamiferos Garrapatas
Sitio | Orden Familia Especie 1/Cm P Especie de garrapata Estadio N AM IM
PNM | Rodentia Cricetidae Oligoryzomys flavescens 1/1 100 Amblyomma dubitatum Ninfa 1 1* 1
Pseudoryzomys simplex 2/2 100 [Ixodes chacoensis Ninfa 2 1* 1
MA Didelphimorphia  Didelphidae  Didelphis albiventris 0/5 0
Rodentia Caviidae Galea leucoblephara 0/1 0
Rodentia Cricetidae Calomys venustus 1/2 50  Amblyomma tigrinum Larva 1 0,5 1
SM Didelphimorphia  Didelphidae  Didelphis albiventris 1/2 50 A. dubitatum Larva 9 4,5 9
Ninfa 11 1 2
Ixodes loricatus Adultos 2 55 11
Rodentia Cricetidae Akodon sp. 0/4
Akodon azarae 0/3
Calomys sp. 0/2
Oligoryzomys sp. 2/2 100 A. dubitatum Ninfa 6 3 3
Oxymycterus rufus 1/3 33 A. dubitatum Ninfa 1 0,3 1

*: nueva asociacion garrapata-mamiferos
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5.3 Ehrlichia en garrapatas duras
5.3.1 Garrapatas de vida libre

Las 5946 garrapatas de vida libre, fueron analizadas en 311 muestras de ADN
agrupados segun el sitio de colecta, la estacién, la especie de garrapata y el estadio
de desarrollo. En PNM se obtuvieron 248 muestras de ADN, en MA 29 y en SM 34,
todas resultaron negativas para la presencia de ADN de Ehrlichia en el cribado inicial
en la PCR en tiempo real.

5.3.2 Garrapatas en fase parasitaria

De las 3265 garrapatas colectadas sobre hospedadores, se obtuvieron 618 muestras
de ADN. En PNM se obtuvieron 516 (2618 garrapatas), en MA 71 (494 garrapatas) y
en SM 31 (98 garrapatas).

En el cribado inicial para la deteccion de Ehrlichia en el analisis de PCR en tiempo
real resultaron positivas ocho muestras de PNM, cinco de MA y ninguna de SM. Estas
muestras se sometieron a pruebas de PCR convencional, en PNM se logré amplificar
un fragmento largo de 16S ARNr de una muestra compuesta por 47 larvas de H.
juxtakochi recolectadas sobre un Turdus rufiventris. Ademas, se logré amplificar un
fragmento del gen groEL para esta misma muestra. En MA se amplificé el fragmento
largo de 16S ARNr (468 pb) en una ninfa de . silvanus recolectada sobre un Turdus
nigriceps y un fragmento del gen groEL para un grupo de cuatro ninfas de /. silvanus
recolectadas sobre un T. rufiventris. No se logré amplificar genes adicionales de
Ehrlichia en las muestras de SM.

5.4 Ehrlichia en hospedadores
5.4.1 Aves

Del total de aves silvestres muestreadas, se obtuvieron 866 muestras de sangre que
fueron procesadas para la obtencion de ADN. En PNM se analizaron 279 muestras
mediante un cribado inicial del gen 16S ARNr por PCR en tiempo real. Aquellas
muestras que resultaron amplificadas, se compararon los puntos de fusién especificos
con los del control positivo de Ehrlichia. En este andlisis preliminar, se identificaron

12 muestras que presentaron perfiles compatibles con la presencia de Ehrlichia, las
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cuales se las sometié a PCR convencional dirigida a fragmentos largos de los genes
16S ARNr, dsb, groEL y p28. Todas las muestras analizadas de PNM resultaron

negativas para estos fragmentos.

En MA, se analizé un total de 252 muestras de ADN y se amplificaron 14 muestras
mediante PCR en tiempo real. A estas, se las someti6 a PCR convencional y se
obtuvieron dos muestras positivas para el fragmento largo del gen 16S ARNr y una
para el gen groEL. Las aves positivas para 16S ARNr fueron un Turdus chiguanco 'y
un Turdus rufiventris, ambos de la familia Turdidae, orden Passeriformes. De estas
muestras no se logré6 amplificar dsb ni groEL. La muestra positiva del gen groEL
correspondio a otro ejemplar de T. rufiventris. En SM, se analizaron 335 muestras de
ADN, se amplificaron 21 muestras en el cribado inicial, sin embargo, todas resultaron

negativas para los genes amplificados en PCR convencionales.
5.4.2 Mamiferos

De todas las capturas que se realizaron se logré tomar muestra de sangre. Las 27
muestras de ADN obtenidas resultaron negativas para la presencia de ADN de
Ehrlichia en el cribado inicial en la PCR en tiempo real.

5.5 Caracterizacion filogenética de Ehrlichia detectadas

En PNM el andlisis de comparacién del fragmento del gen 16S ARNr obtenido de la
muestra de ADN proveniente del grupo de 47 larvas de H. juxtakochi (identificado
como “Candidatus Ehrlichia pampeana” cepa Mburucuya) revelé una identidad
del 99,50% (396/398 pb) con “Candidatus Ehrlichia pampeana” reportada en H.
juxtakochi de Uruguay (Numero de acceso de GenBank: MZ733621; Félix et al., 2021)
y del 99,49% (391/393 pb) con dos cepas de E. ewingii reportadas en Haemaphysalis
flava de China (MN148615, MN148608). El fragmento de groEL obtenido de la
correspondiente muestra también mostrd un 99,55% de identidad con “Ca. Ehrlichia
pampeana” reportada en H. juxtakochi recolectada de la vegetacion en Entre Rios,
Argentina (OR372493; Flores et al., 2023). El analisis filogenético ubicd esta
secuencia formando un clado junto a otras previamente reportadas en H. juxtakochi
tanto en Argentina y en Uruguay (OR372493 y MZ7799094-MZ77990988,

respectivamente) y dentro del clado de E. ewingii, claramente separadas de otras
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especies de Ehrlichia con un soporte del 99%, indicando una alta confiabilidad en la
agrupacion observada. El arbol construido a partir de las secuencias del gen groEL
de esta secuencia se puede observar en la Fig. 30.

Por otro lado, las secuencias del gen 16S ARNr obtenidas en MA de T. rufiventris y
T. chiguanco, junto con la obtenida de una ninfa de Ixodes silvanus positiva de
Ehrlichia (identificada todas como Ehrlichia sp. cepa Manantiales-1) revelaron un
porcentaje de identidad del 100% entre si. Ademas, estas secuencias presentaron un
97,56% de similitud con cepas de Ehrlichia chaffeensis detectadas en sangre de
humanos en Norteamérica (439/450 pb, CP007476-80). El analisis filogenético
posicion6 a las secuencias obtenidas de 16S ARNr formando un clado con
Candidatus Ehrlichia shimanensis (97,56% de identidad) reportada en Haemaphysalis
japonica de China (MT843268) y con Ehrlichia chaffeensis (CP007475-79), aunque
con bajo soporte (Fig. 29).
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Ehrlichia chaffeensis, USA (NR 074500)
& Ehrlichia chaffeensis, Homo sapiens, USA (CP007479)

Ehrlichia chaffeensis, Rhipicephalus turanicus, China (MZ433238)
76 Ehrlichia chaffeensis, Amblyomma americanum, USA (AF416764)

Ehrlichia chaffeensis, Hyalomma excavatum, Egipto (MN368552)

Ehriichia sp. NS101, cierve, Japon (AB454074)

Candidatus Ehrlichia shimanensis, Haemaphysalis japonica, China (MT843268)
Ehrlichia sp. cepa Manantiales 1, Turdus chiguanco, Cérdoba, Argentina

Ehriichia sp. cepa Manantiales 1, Turdus rufiventris, Cérdoba, Argentina
p— " Ehriichia sp. cepa Manantiales 1, ninfa Ixodes silvanus, Cérdoba, Argentina
Ehrlichia canis, Canis familiars, Brasil (EF195135)

i Ehrlichia canis, Canis familiaris, Tailandia (EF 139458)

Ehrlichia canis, USA (NR_118741)

74 Ehrlichia minasensis, Rhipicephalus microplus, Brasil (JX629805)
-~ Ehrlichia minasensis, Rhipicephalus microplus, Brasil (NR_148800)

Ehrlichia minasensis, Rhipicephalus sp., Kenia (MW228108)

54
Ehrtichia ewingii, Canis familians, USA (NR_044747)
98 l Ehrlichia ewingii, Canis familiares, USA (U96436)
7/ | Elrlichia muris, raton, Japon (NR_121714).
7/ 100 | Erlichia muris, Eothenomys kageus, Japon (NR_025962)

—|— Ehrlichia rumminatium, Republica de Sudan (DQ647616)
Ehrlichia ruminantium, Francia (NR_074513)

Neorickellsia ristici, USA (NR_029162)

0.020

Figura 29. Arbol de maxima verosimilitud construido a partir de secuencias parciales
del gen 16S ARN ribosomal de especies de Ehrlichia que infectan garrapatas y aves
en Argentina, en comparacion con cepas de referencia. La selecciéon del modelo se
basé en los criterios de informacion Akaike. EI modelo de Tamura 3-parametros con
una distribuciobn gamma discreta fue seleccionado como el mejor modelo (458
posiciones incluidas en el conjunto de datos final). Los numeros representan el
soporte de bootstrap generado a partir de 1000 repeticiones, no se muestran los
valores inferiores al 50%. Las secuencias generadas en este estudio se muestran en
negrita, color verde (representando las secuencias parciales de 16S ARNr obtenidas
de la Reserva Nacional y Municipal Los Manantiales, Rio Ceballos, Cérdoba; MA).

Los cddigos de acceso a GenBank de las secuencias se muestran entre paréntesis.

Asimismo, los fragmentos obtenidos de groEL de las muestras de MA tanto del grupo
de cuatro ninfas de I. silvanus (identificada como Ehrlichia sp. cepa Manantiales
2A), como de la sangre de un Turdus amaurochalinus (identificadas como Ehrlichia
sp- cepa Manantiales 2B) revelaron un 99,33% (885/891 pb) de identidad entre si, y
presentaron un 95,80% de identidad con Ehrlichia sp. cepa Delta (MT681330). El
analisis filogenético posiciond a estas secuencias formando un clado con dos cepas

detectadas previamente en Argentina: Ehrlichia sp. cepa Delta reportada infectando
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A. triste en la ecorregidon del Delta e Islas del Parana y Ehrlichia sp. cepa Mocona-
MO6 reportada infectando la sangre de un Syndactyla rufosuperciliata en la ecorregion
Selva Paranaense, dentro de un clado monofilético (Cicuttin et al., 2020; Vaschalde
et al., 2024) (Fig. 30).

100 Ehrlichia sp. cepa Manantiales-2B, Turdus rufiventris, Cérdoba, Argentina
T‘7— Ehrlichia sp. cepa Manantiales-2A, Ixodes silvanus, Cérdoba, Argentina
i Ehrlichia sp. cepa Delta, Amblyomma ftriste, Argentina (MT681330)

Ehrlichia sp. cepa Mocona-MO06, Syndactyla superciliata, Misiones, Argentina (PP341295)

59| L—0u— FEhrlichia muris, Ixodes persulcatus, Rusia (GU358687)
Ehrlichia chaffeensis, Homo sapiens, USA (CP007473)

o5 %9 [ Ehrlichia chaffeensis, Blastocerus dichotomus, Brasil (JQ085341)
99 L Ehrlichia sp. cepa San Luis, Amblyomma tigrinum, Argentina (KY425415)

Ehrlichia minasensis, Rhipicephalus microplus, Brasil (JX629806)
98 |: Ehriichia canis, Rhipicephalus sanguineus, Filipinas (JN391407)
99 | Ehrlichia canis, Rhipicephalus evertsi, Sudafrica (MG953295)

= Candidatus Ehrlichia hydrochoerus, Hydrochoerus hydrochaeris, Esteros del Ibera, Argentina (OR592077)
100 | Candidatus Ehrlichia hydrochoerus, Hydrochoerus hydrochaeris, Brasil (MW816535)

Ehrlichia ewingii, Homo sapiens, USA (AF195273)
Ehrlichia sp. Yonaguni206, Haemaphysalis longicornis, Japén (HQ697591)
1 L Candidatus Ehrlichia pampeana, Haemaphysalis juxtakochs, Entre Rios, Argentina (OR372493)

| Candidatus Ehrlichia pampeana, Haemaphysalis juxtakochi, Uruguay (MZ779094)
Candidatus Ehrlichia pampeana cepa Mburucuyd, Haemaphysalis juxtakochi, Corrientes, Argentina
Ehrlichia sp. cepa Cdrdoba, Amblyomma tigrinum, Cérdoba, Argentina (KY425416)

it 489'— — Ehrlichia ruminantium, Amblyomma hebraeum, Sudéafrica (DQ647010)
100 L Ehrlichia ruminantium, Amblyomma hebraeum, Sudafrica (DQ647014)

Candidatus Ehrlichia ornithorhynchi, Ixodes ernithorhynchi, Australia (MF069155)
—17 Candidatus Ehrlichia khabarensis, Myodes rufocanus, Rusia (FJ966353)

74 Ehrlichia sp. cepa |bera, Amblyomma tigrinum, |bera, Argentina (MT681330)
—gg]:,— Ehrlichia sp. cepa Ac-124, Amblyomma calcaratum, Misiones, Argentina (OP481049)
100 | Ehrlichia sp. cepa Mocona-M67, Pyriglena leucoptera, Misiones, Argetina (PP341296)

Anaplasma platys, Canis familiaris, Japan (AY044161)

Anaplasma phagocytophilum, Ixodes ricinus, Espafia (MK341070)

0.10

Figura 30. Arbol de maxima verosimilitud del gen groEL construido a partir de
secuencias parciales de especies de Ehrlichia que infectan garrapatas y aves en
Argentina, en comparacién con cepas de referencia. La seleccidén del modelo se bas6
en los criterios de informacion de Akaike. EI modelo de Tamura-Nei, con una
distribucién gamma discreta (+G), fue seleccionado como el mejor modelo (974
posiciones incluidas en el conjunto de datos final). Los numeros representan el
soporte de bootstrap generado a partir de 1000 repeticiones, no se muestran los
valores inferiores al 50%. Las secuencias generadas en este estudio se muestran en
negrita y diferenciadas por color (Bordd: Parque Nacional Mburucuya [PNM] y Verde:
Reserva Natural y Municipal Los Manantiales [MA]). Los cddigos de acceso de
GenBank se muestran entre paréntesis.
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Todos los fragmentos parciales de los genes 16S ARNr y groEL se encuentran en el
Anexo |.

5.6 Distribucion geografica de las bacterias del género Ehrlichia
detectadas
En PNM, se detect6 “Candidatus Ehrlichia pampeana” cepa Mburucuya, representada
en la Fig. 31. En la misma figura se muestra la presencia conocida del ave T.
rufiventris (potencial hospedador) de la cual se recolectaron las larvas de H.
juxtakochi, asi como los registros geograficos de esta especie de garrapata, potencial
vector de “Ca. Ehrlichia pampeana”. También se incluyen detecciones previas de “Ca.
Ehrlichia pampeana” en Argentina y Uruguay. La superposicién espacial entre la
presencia de T. rufiventris y H. juxtakochi, junto con los sitios con reportes previos de
esta especie de Ehrlichia, permiten contextualizar su circulacidon en un escenario

ecoldgico compatible con la transmisidn de esta bacteria en el noreste argentino.

4000'0,0-€2-

REFERENCIAS
Paises de Sudamérica
Divisién politica de Argentina
A Candidatus Erhlichia pampeana reportadas
[ 1 Buffer de Turdus rufiventris
® Puntos de distribucién de Haemaphysalis juxtakochi
Ehriichia detectada en la presente tesis doctoral:
WGS 84 Zona 20S || |3 GCandidatus Erhlichia pampsana cepa Mburucuyé

000'0,00L€-

Figura 31. Mapa de presencia de Turdus rufiventris, Haemaphysalis juxtakochi,
“Candidatus Ehrlichia pampeana” previamente reportadas y la cepa detectada en este
estudio “Ca. Ehrlichia pampeana” cepa Mburucuya reportadas en Parque Nacional
Mburucuya (PNM), entre 2021-2023.
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La presencia de la cepa detectada en MA, Ehrlichia sp. cepa Manantiales-1, se
representa en la Fig. 32, donde también se indican las areas de solapamiento entre
las presencias de las especies del género Turdus y los registros de A. tigrinum.
Asimismo, se indican las detecciones relevantes de Ehrlichia sp. cepa San Luis
reportadas previamente en el centro del pais.

o %2%)
%ﬁ%@‘)
BB g‘? o[

000°82-

REFERENCIAS

[] Paises de Sudamérica
Divisén politica Argentina
[ Buffer de Turdus rufiventris
[ Buffer de Turdus chiguanco
[ Buffer de Turdus nigriceps
A Erhlichia sp. cepa San Luis reportadas
© Puntos de distribucién de Amblyomma tigrinum

500 km
Ehrlichia reportadas en la presente tesis doctoral

000°Zk-

Y WGS 84 Zona 20S

-68.000 -54.000

3 Ehrlichia sp. cepa Manantiales 1

Figura 32. Mapa de presencia de Turdus rufiventris, Turdus chiguanco, Turdus
nigriceps, Amblyomma tigrinum, Ehrlichia sp. cepa San Luis y la cepa Ehrlichia sp.
cepa Manantiales 1 reportadas en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales
(MA), entre 2021-2023.

Por otra parte, las otras dos cepas detectadas en MA, Ehrlichia sp. cepa Manantiales-
2A y Ehrlichia sp. cepa Manantiales-2B, se representa en la Fig. 33. Aqui se tuvo en
cuenta la presencia de las especies del género Turdus donde se detectaron las cepas,
asi como también los registros de A. tigrinumy de A. triste, especies de garrapatas
previamente reportadas con cepas de Ehrlichia. Asimismo, se indican a Ehrlichia sp.
cepa Delta y Ebhrlichia sp. cepa Mocona-M06, las cuéles son cercanas

flogenéticamente a las cepas detectadas en la presente tesis.
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* Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2A y 2B

Figura 33. Mapa de presencia de Turdus amaurochalinus, Turdus nigriceps,
Amblyomma tigrinum, Amblyomma triste, cepas de Ehrlichia sp. previamente
reportadas (A: Ehrlichia sp. cepa Delta; B: Ehrlichia sp. cepa Mocona-M06) y cepas
reportadas en la Reserva Natural y Municipal Los Manantiales (Ehrlichia sp. cepa
Manantiales 2A y Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2B), entre 2021-2023.
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6. DISCUSION

6.1 Consideraciones generales

El enfoque de esta tesis se enmarca dentro de una perspectiva ecoepidemioldgica,
que considera tanto a la biologia de los organismos involucrados (garrapatas,
hospedadores y Ehrlichia) como los factores ambientales que modulan sus
interacciones. Desde esta perspectiva, no se aborda Unicamente la deteccion de
Ehrlichia, sino también la comprensién de los procesos ecoldgicos que determinan su
distribucidn, circulacion y riesgo potencial para la salud publica y veterinaria.

Los resultados presentados a lo largo de esta tesis fueron organizados para
responder a los cinco objetivos especificos, los cuales responden a la hipétesis
planteada sobre la circulacion de Ehrlichia en diferentes ambientes. La presente
discusion se estructura en torno a estos objetivos, articulando los hallazgos obtenidos
con el conocimiento existente y destacando las implicancias ecoldgicas y sanitarias

del sistema estudiado.

6.2 Estructura y dinamica de las comunidades de garrapatas

Las comunidades de garrapatas recolectadas sobre vegetacion de los tres sitios de
muestreo (PNM, MA y SM) mostraron diferencias marcadas en términos de riqueza
especifica, composicidon y estacionalidad.

En términos de riqueza, en el PNM se observé la mayor diversidad de especies de
garrapatas de vida libre, con cinco especies reportadas. La especie dominante fue H.
juxtakochi, seguida por A. dubitatum, sugiriendo una fuerte adaptacion de ambas al
ambiente y a sus hospedadores principales: el guazuncho (S. gouazoubira) y el
carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris), respectivamente. Tanto el guazuncho como
el carpincho se encuentran en grandes densidades poblacionales en el PNM (Romero
y Chatellenaz, 2013a, 2013b). Los estadios inmaduros de ambas especies de
garrapatas han sido reportados en una larga lista de hospedadores, incluyendo las
aves y pequenos mamiferos (Guglielmone et al., 2021; Flores et al., 2023). En este
estudio, las larvas de ambas especies fueron mas abundantes en otofo e invierno, y
las ninfas y los adultos en primavera, siendo consistente con lo reportado por
Debarbora et al. (2014) y Eberhardt et al. (2023b) en los Esteros del lbera y por
Lamattina et al. (2018) en el norte de la provincia de Misiones. Otras especies, como
A. ovale, A. triste e I. chacoensis, también aportaron a la riqueza en PNM, con una
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marcada estacionalidad, pero con menor abundancia. La especie A. ovale se suma a
la diversidad de especies de la familia Ixodidae del Parque Nacional Mburucuya. Esta
especie habia sido reportada para la provincia de Corrientes previamente, pero sélo
en el area periurbana de la ciudad de Corrientes (Debarbora et al., 2011; Di Benedetto
et al., 2013).

En MA, se encontré la menor riqueza de especies de garrapatas de vida libre, con
solo dos especies identificadas. Sin embargo, el hallazgo de /. silvanus representa un
aporte al conocimiento de la diversidad de garrapatas en esta zona de Chaco Seco,
regién donde previamente s6lo se habia reportado la presencia de A. tigrinum. La
comunidad de garrapatas estuvo dominada por /. silvanus, una especie previamente
no registrada para la region, constituyendo el primer hallazgo de esta garrapata fuera
de su rango geografico conocido (Vaschalde et al., 2025). Esta especie neotropical
fue recientemente descrita en la provincia fitogeografica de las Yungas (Saracho
Bottero et al., 2021) y representa la Unica especie argentina del subgénero
Trichotoixodes. Todos los estadios de este subgénero se encuentran asociados a
aves y, particularmente, [I. silvanus se asocia con aves Passeriformes (Saracho
Bottero et al.,, 2021). Dennis et al. (1998) propusieron que una poblacién de
garrapatas se considera establecida en una localidad si se recolectan al menos seis
individuos o al menos dos etapas de vida diferentes. Nuestros hallazgos cumplen con
estos criterios, lo que indica que el rango de distribucion de 1. silvanus ahora incluye
la unidad de vegetacion del Chaco Serrano. Cabe destacar que todos los
especimenes de I silvanus se recolectaron exclusivamente de la hojarasca en
bosques dominados por L. lucidum. Ligustrum lucidum, es una especie arborea
invasora originaria de China, con éxito global presente en Norteamérica, Sudamérica,
Europa, Asia, Africa y Oceania (Fernandez et al., 2020). Como toda especie invasora,
altera significativamente los procesos ecosistémicos del lugar y reduce la riqueza de
especies, incluida las aves (Almada y Sarquis, 2016; Gurvich y Villegas, 2020; Segura
et al., 2019). Dado que las garrapatas pasan gran parte de su vida fuera del
hospedador y pueden establecerse en cualquier lugar que tenga condiciones
microclimaticas adecuadas (Cumming y Van Vuuren, 2006), planteamos la posibilidad
de que el establecimiento de /. silvanus podria deberse a una invasién facilitada por
la modificacién del entorno causada por la especie invasora L. lucidum. En esta tesis,

las larvas de [. silvanus mostraron una mayor abundancia en otofio-invierno y las
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ninfas en primavera-verano, lo cual coincide con los patrones observados en las
Yungas por Bottero et al. (2021).

La otra especie presente en MA fue A. tigrinum, la cual se encontr6 en baja
abundancia. Esta baja abundancia podria no reflejar necesariamente una escasa
presencia en el ambiente, sino mas bien una subestimacion relacionada con el
método de muestreo empleado, ya que es poco frecuente colectarla con el método
de “dragging” o “flagging", sobre todo en estadios inmaduros (Flores, comunicacion
personal). Esta especie es una de las de mayor distribucidén en nuestro pais debido a
su gran plasticidad que le permite adaptarse a amplios rangos de temperatura,
estando presente desde la provincia de Santa Cruz hasta Salta y Formosa (Cuervo et
al., 2021; Nava et al., 2009).

Por su parte, SM presenté una riqueza intermedia de garrapatas de vida libre, con
tres especies. Se observd una baja abundancia en general y diferencias estacionales
notorias. Si bien este sitio se encuentra mas alejado del ejido urbano que MA,
presenta una gran fragmentacién debido a que en los ultimos 50 afios ha sufrido una
invasion paulatina de especies lefiosas exéticas y, por lo tanto, una modificacién del
habitat y fisionomia del monte nativo, afectando la abundancia de las especies de
vertebrados (Berduc et al.,, 2010). Los estadios inmaduros de A. aureolatum
dominaron en invierno, similar a lo observado para otras especies de Amblyomma,
sin embargo, los estudios de esta especie en Argentina son escasos (Cicuttin et al.,
2017c; Flores et al., 2023). Amblyomma dubitatum mostré una dominancia de los
estadios inmaduros en primavera coincidiendo con los patrones fenoldgicos
previamente reportados para esta especie (Debarbora et al., 2014; Guglielmone et al.,
2021). Por ultimo, la dominancia de las larvas y ninfas de H. juxtakochi se observé en
primavera y verano, diferente a lo observado en PNM y por Lamattina et al. (2018).
Sin embargo, los patrones estacionales observados en SM deben interpretarse con
cautela, dado que la baja abundancia registrada para estas especies limita la
confiabilidad de las tendencias estacionales registradas.

Como conclusion de esta seccion, se observa que algunas especies de garrapatas se
encontraron exclusivamente en determinados sitios. En el PNM, se recolectaron A.
ovale e |. chacoensis, en MA: A. tigrinum e I. silvanus y en SM: A. aureolatum.

Unicamente A. dubitatum e H. juxtakochi se registraron tanto en PNM como en el SM,
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lo que sugiere un vinculo con la presencia de sus hospedadores principales en ambos
sitios (Labruna, 2009). Estrada-Penfa et al. (2013) resumen que la fenologia de las
garrapatas en fase de vida libre esta fuertemente influenciada por variables
microclimaticas como la temperatura, la precipitacion y, en especial, por el déficit de
saturacién, aunque también por la disponibilidad de hospedadores. Si bien, en este
estudio no se tomaron medidas microcliméaticas de cada sitio, a grandes rasgos los
resultados se encuentran en concordancia con lo planteado por Estrada-Pefa et al.
(2013). En particular, aunque las temperaturas medias entre ecorregiones son
similares, los rangos de amplitud de estas temperaturas son distintos. Por ejemplo, la
baja riqueza de especies en MA, donde las temperaturas minimas llegan a -3°C,
podria reflejar la limitante fisiolégica que imponen las condiciones extremas a la
supervivencia de muchas especies (Randolph, 2004). En contraste, la mayor
estabilidad térmica y humedad en PNM y SM favoreceria la presencia de especies
con menor tolerancia a la variabilidad ambiental (Randolph, 2004). Ademas, las
diferencias en los niveles de precipitacion entre los sitios podrian explicar las
variaciones en la dinamica estacional y la composicion de las comunidades de
garrapatas. Estudios previos han demostrado que la humedad del suelo y la
vegetacion son criticas para la supervivencia de las larvas y ninfas (Cumming, 2002;
Hancock et al., 2011), respaldando la hipétesis de que la invasion por L. lucidum en
MA podria haber modificado las condiciones del microhdbitat, facilitando el

establecimiento de [. silvanus.

6.3 Asociaciones garrapata-hospedador

Conocer las asociaciones entre garrapatas e individuos de las comunidades de aves
y mamiferos es fundamental para comprender la dinamica de los ciclos de
mantenimiento de microorganismos transmitidos por garrapatas (Barker y Reisen,
2019). En este estudio se identificaron multiples especies de garrapatas parasitando
aves y mamiferos silvestres, con variaciones marcadas en la riqueza, prevalencia y
composicidn por sitio, o que refleja la influencia del ensamblaje de hospedadores.
En el PNM se registr6 la mayor riqgueza de especies de aves, y la mayor riqueza y
prevalencia de garrapatas asociadas a ellas. La prevalencia de infestacién en aves
fue del 61,54%, significativamente superior a la de los otros sitios. Esto podria
vincularse al alto grado de conservacién del ambiente, que favorece una mayor

abundancia de hospedadores, uno de los factores claves para la presencia de
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garrapatas (Estrada-Pefia y De La Fuente, 2014). La familia Turdidae fue la mas
parasitada, representando el 85,60% de las aves infestadas y el 68,80% de las
garrapatas recolectadas, confirmando su papel clave como hospedadores de
garrapatas (Flores et al., 2023; Guglielmone et al., 2021).

Las aves estuvieron parasitadas por todas las especies de garrapatas registradas en
la vegetacion, y ademas se identificaron dos especies adicionales: Amblyomma
calcaratum/nodosum y R. microplus, 10 que eleva a siete el total de especies
encontradas en el PNM. La larva de R. microplus se encontré en un T. amaurochalinus
y representa el primer registro en aves passeriformes para Sudamérica. Este
resultado se suma al reportado en Brasil, donde se hall6 un adulto y una larva de R.
microplus en dos aves rapaces, Milvago chimachina y Rupornis magnirostris
respectivamente (Teixeira et al., 2020). Considerando que el ciclo de vida de R.
microplus es de un hospedador, fuertemente asociadas al ganado, el hallazgo de
larvas sobre T. amaurochalinus sugiere un evento incidental. Este evento podria estar
relacionado con la presencia de campos ganaderos en las areas adyacentes al PNM,
asi como al comportamiento de forrajeo terrestre caracteristico de las aves del género
Turdus, lo cual las expone al contacto con garrapatas (Gasperin and Aurélio Pizo,
2009; Guglielmone et al., 2021). Eberhardt et al. (2023b) registraron la presencia de
larvas de R. microplus en la vegetacion del PNM, lo que refuerza la idea de que esta
especie puede estar presente en el ambiente, incluso fuera de los habitat ganaderos
estrictos, aumentando las oportunidades de encuentros incidentales con aves
silvestres. Este registro destaca la necesidad de monitorear interacciones atipicas en
la interfaz silvestre-doméstica, particularmente en é&reas protegidas cercanas a
sistemas ganaderos.

Al igual que lo observado en las garrapatas de vida libre, las especies dominantes en
PNM fueron H. juxtakochi y A. dubitatum, coincidiendo con la estacionalidad
previamente mencionada. Sin embargo, otra especie muy abundante sobre las aves
fue I. chacoensis, la cual en la vegetacion se la encontré en baja abundancia. Esta
especie fue formalmente descrita hace relativamente poco tiempo por Nava et al.
(2023), donde reporta que sus hospedadores principales para estadios adultos
estarian asociados al guazuncho (S. gouazoubira) y al ganado, y las aves del orden
Passeriformes son los Unicos descritos como hospedadores de sus estadios

inmaduros, coincidiendo con la fuerte asociacion que se encontrd en esta tesis.
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La reserva MA, presentd una diversidad intermedia de aves, pero una baja riqueza de
especies de garrapatas asociadas a ellas en concordancia con el bajo numero de
especies detectadas en vida libre en este sitio. La comunidad aviar estuvo dominada
por Passeriformes, con la familia Turdidae nuevamente como la mas representada en
términos de capturas y parasitismo. La reserva se encuentra dentro de un entorno
residencial, con un alto grado de urbanizacién y con una gran cantidad de vegetacién
exotica como L. lucidum, Ulmus sp. y Acer sp. Ligustrum lucidum, influyendo en las
poblaciones de aves al proporcionar frutos durante periodos de escasez de alimento,
creando asi nuevos habitats adecuados para algunas pocas especies de aves
(Gurvich y Villegas, 2020; Vergara Tabares y Rojas, 2016).

La prevalencia total de infestacién fue del 29,49% (85/295) y las especies de
garrapatas fueron las mismas que se encontraron en la vegetacion. Se observé una
clara dominancia de estas en distintas estaciones. Las larvas de A. tigrinum fueron
mas abundantes en primavera y verano, coincidiendo con lo reportado por Nava et al.
(2009), quienes sefnalan que, si bien los estadios inmaduros de esta garrapata estan
presentes durante todo el afo, las larvas tienen un pico de mayor abundancia en
primavera-verano. Las ninfas de A. trigrinum se registraron Unicamente durante el
invierno, contrastando con lo reportado por Nava et al. (2009), quienes encontraron
ninfas principalmente en Galea musteloides, durante todo el afio pero con mayor
abundancia en meses frios. Estos resultados podrian deberse a las diferencias en
las comunidades de hospedadores, ya que, en nuestro estudio, la ausencia de
capturas de G. musteloides sugiere que las ninfas podrian estar utilizando aves como
hospedadores alternativos, cuando sus hospedadores principales son escasos o
inaccesibles. Resaltando la plasticidad ecolégica de A. tigrinum (Guglielmone et al.,
2000).

Ixodes silvanus fue reportada parasitando aves migratorias australes como Turdus
nigriceps, Pachyramphus validus y Zonotrichia capensis en la ecorregion de las
Yungas (Saracho Bottero et al., 2021), sugiriendo que su distribucion podria ser mas
amplia. En esta tesis I. silvanus se encontr6 parasitando dos de estas especies
migratorias australes (T. nigriceps y Z. capensis) en la region de Chaco Seco, lo que
refuerza la hipétesis de que los movimientos estacionales de estas aves podrian
haber facilitado su introduccidén en esta zona. Alternativamente, se podria pensar que
la expansion del area de distribucion de I silvanus no se debe Unicamente al

transporte por aves migratorias, sino también al crecimiento reciente de las
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poblaciones de sus principales hospedadores, especialmente del género Turdus cuya
expansion en Argentina ha sido documentada en las ultimas décadas (Vazquez et al.,
2023).

En SM, se registrdé la menor diversidad de aves y una diversidad intermedia de
garrapatas. Como en los anteriores sitios, esta comunidad de aves también estuvo
dominada por el orden Passeriformes, con una alta abundancia de la familia Turdidae.
Sin embargo, fue el sitio con la menor prevalencia de infestacion (5,85%). Sobre las
aves se identificaron cuatro especies de garrapatas, las mismas tres colectadas de la
vegetacion (A. aureolatum, A. dubitatum'y H. juxtakochi), mas A. triste. Las larvas de
A. aureolatum fueron las mas frecuentes, particularmente en invierno, con
infestaciones sobre especies de aves de las familias Thraupidae y Thamnophilidae.
Las larvas de A. dubitatum y H. juxtakochi mostraron asociaciones similares a las
reportadas en PNM. En primavera, se registré la mayor riqueza de larvas y ninfas,
aunque con muy baja intensidad. Las ninfas de A. triste fueron dominantes en
primavera, asociadas exclusivamente a T. amaurochalinus, al contrario de PNM
donde las ninfas también se encontraron en primavera-verano pero asociadas a una
mayor diversidad de aves. Esto podria deberse a que en PNM la diversidad de
hospedadores competentes para el parasitismo de las garrapatas es mayor,
permitiendo que las ninfas de A. triste infesten mdultiples especies (Nava y
Guglielmone, 2013). Nuevamente, la familia Turdidae y particularmente el género
Turdus fueron importantes como hospedadores con 14 aves infestadas de las 23

infestadas totales.

Los andlisis estadisticos confirmaron que tanto la riqueza especifica como la
abundancia relativa de garrapatas variaron significativamente entre los sitios de
muestreo y a lo largo de las estaciones del ano. En particular, los modelos
multivariados aplicados a las larvas y ninfas recolectadas sobre aves mostraron
efectos significativos del sitio (p = 0,01) y de la estacién del afio (p = 0,01) sobre la
abundancia de garrapatas. A nivel univariado para las larvas, se registraron
diferencias significativas por lugar en todas las especies, y por estacion en A. tigrinum,
H. juxtakochi, I. chacoensis e I. silvanus que fueron las de mayor prevalencia en
general. En el anadlisis post hoc para la abundancia de larvas, se identificaron

contrastes marcados entre invierno y las estaciones calidas (primavera y verano),
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especialmente para [. silvanus, A. triste e |. chacoensis. También se evidenciaron
diferencias entre sitios. Estos patrones estadisticamente significativos refuerzan la
interpretacion ecoldgica propuesta: las comunidades de garrapatas duras estan
estructuradas por gradientes ambientales, disponibilidad de hospedadores vy
condiciones microclimaticas, y responden de forma diferencial a los cambios

estacionales (Estrada-Pena et al., 2013; Estrada-Pena y De La Fuente, 2014).

En los tres sitios, el grupo dominante de aves parasitadas correspondio al orden
Passeriformes, particularmente a la familia Turdidae y, dentro de ella, al género
Turdus. Las aves de este género estuvieron parasitadas por todos los estadios de
todas las especies de garrapatas identificadas, independientemente de las diferencias
en la composicién de la comunidad de las garrapatas, el grado de perturbacion
antropica y las diferencias en la estructura vegetal de cada sitio. Este resultado
confirma el papel relevante del género Turdus como hospedadoras de los estadios
inmaduros de diversas especies de garrapatas duras del neotropico (Guglielmone et
al., 2021; Flores et al., 2023). Esta asociacion podria explicarse por su
comportamiento de forrajeo terrestre, que las expone frecuentemente a estadios
inmaduros (Flores et al., 2023; Ogrzewalska et al., 2011), asi como por su alta
abundancia en los ensamblajes aviares neotropicales (Gasperin y Aurélio Pizo, 2009).

Ademas de confirmar asociaciones previamente reportadas en la literatura, este
estudio permiti6 documentar nuevas interacciones entre especies de garrapatas y
aves paseriformes. En total, se registraron 76 asociaciones no documentadas
previamente en Argentina, las cuales estan detalladas en las Tablas 10, 11y 12. Estas
observaciones amplian el conocimiento sobre el papel de las aves como
hospedadores de las garrapatas inmaduras y refuerzan la necesidad de considerar
su movilidad y plasticidad ecoldgica en la dispersion potencial de las especies de

garrapatas asociadas y los microorganismos que transmiten.

Por dltimo, las capturas de pequefnos y medianos mamiferos mostraron tasas de
parasitismo variables y muy bajas, posiblemente influenciadas por el tipo de trampas
empleadas, el tipo de cebo o el lugar donde se las colocd, a pesar del alto esfuerzo
de muestreo realizado. No obstante, estas especies actian como hospedadores de

las especies de garrapatas recolectadas, por lo que no puede descartarse su
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participacion en la ecologia de garrapatas, especialmente en relacion con los estadios
inmaduros (Guglielmone et al., 2021).

En PNM se capturaron tres roedores de la familia Cricetidae, en los cuales se
registraron dos nuevas asociaciones con ninfas de las especies A. dubitatum e I.
chacoensis. Las larvas de A. dubitatum ya han sido previamente descritas parasitando
a Oligoryzomys flavescens, el hallazgo de ninfas representa una nueva asociacion.
En el caso de las ninfas de I. chacoensis es el primer registro de la especie en la
familia Cricetidae, ya que hasta el momento los estadios inmaduros solo habian sido
reportado en aves (Nava et al., 2023).

En MA, se registrd por primera vez la interaccidén entre Calomys venustus y larvas de
A. tigrinum. Este hallazgo representa el primer registro de este estadio parasitando a
C. venustus, aportando asi nuevas asociaciones garrapata-roedores. Esta nueva
asociacion refuerza el caracter generalista de A. tigrinum (Nava et al., 2009;
Guglielmone et al., 2021)

En SM, se encontraron comadrejas overas (D. albiventris) parasitadas con . loricatus.
Esta garrapata ha sido ampliamente asociada en todos sus estadios a la comadreja
overa (Guglielmone et al., 2021). Ademas, se encontré larvas y ninfas de A. dubitatum
sobre las comadrejas. Si bien, en Brasil se encuentra reportada esta asociacion, para
Argentina representa el primer registro de esta asociacién (Guglielmone et al., 2021;
Sebastian et al., 2025). Por dltimo, se reporta una nueva asociacién entre
Oxymycterus rufus y ninfas de A. dubitatum (Guglielmone et al., 2021).

6.4 Presencia de Ehrlichia en garrapatas duras y hospedadores
En la presente tesis doctoral se detect6 la presencia de Ehrlichia sp. tanto en aves
como en garrapatas que se encontraban parasitandolas. Las detecciones de estas
bacterias en garrapatas inmaduras recolectadas sobre las aves, fueron en dos de los
tres sitios de muestreo, en el PNM, representando la ecorregion Chaco Himedo y en
MA, representando la ecorregion Chaco Seco.
Diversas cepas de Ehrlichia han sido reportadas en garrapatas duras en todo el
mundo (Rar y Golovljova, 2011). En Argentina, hasta la fecha se ha reportado la
presencia de diversas cepas de Ehrlichia en nueve especies de garrapatas duras: A.
dubitatum, A. neumanni, A. ovale, A. parvum, A. pseudoconcolor, A. tigrinum, A. triste,
H. juxtakochi e Ixodes auritulus, como ya se nombr6 anteriormente en la seccién de
Introduccidn.
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Por otro lado, en esta tesis también se reporta la deteccidén de Ehrlichia en sangre de
hospedadores aviares en MA. Tradicionalmente, los mamiferos han sido
considerados los unicos hospedadores naturales del género Ehrlichia (Dumler et al.,
2001), posiblemente debido a que gran parte de los estudios sobre asociaciones
garrapata-hospedador han estado histéricamente centrados en este grupo. Sin
embargo, estudios recientes en Sudamérica han detectado Ehrlichia sp. en bazo de
pinglinos Spheniscus magellanicus en el sur de Chile (Mufioz-Leal et al., 2019),
mientras que Machado et al. (2012) detectaron la presencia de cepas de Ehrlichia en
sangre entera de tres especies de aves: Falcos sparverius, Coragyps atratus y
Neochen jubata. En Argentina, Vaschalde et al. (2025b), reportaron diferentes cepas
en aves passeriformes: Lepidocolaptes falcinellus, Pyriglena leucopteray Syndactyla
rufosuperciliata en la provincia de Misiones (ver Anexo ).

En SM, correspondiente a la ecorregion del Espinal, no se detectd Ehrlichia ni en
garrapatas ni en hospedadores. Sin embargo, esto no implica necesariamente la
ausencia de circulacién en esta regién, ya que un estudio previo, realizado en octubre
del ano 2023 en este mismo sitio registrd la presencia de “Ca. Ehrlichia pampeana”
en un macho de H. juxtakochi recolectado sobre la vegetacién (Flores et al., 2024). La
falta de deteccidon en esta tesis puede estar relacionada a la baja cantidad de
garrapatas de H. juxtakochi colectadas (30 ninfas en los dos anos), mientras que, en
el trabajo nombrado, analizaron 23 ejemplares de H. juxtakochi colectados en un

unico muestreo, uno de los cuales result6 positivo.

A pesar de la baja prevalencia de Ehrlichia registrada en la presente tesis, la deteccién
de cepas circulantes subraya la importancia de continuar investigando su ecologia.
Seria importante completar la identificacion genética de las cepas detectadas
mediante el uso de marcadores adicionales 0 mediante estrategias de secuenciacién
completa. No obstante, esta tarea es compleja, ya que muchas veces no es posible
amplificar multiples loci a partir del ADN extraido de las muestras, debido a la baja
carga bacteriana, al polimorfismo genético entre cepas o a la degradacion del material
(Eberhardt et al., 2023a, 2020; Wilson, 1997). En este contexto, es posible que se
esté subestimando la presencia y diversidad de Ehrlichia, considerando que en este
estudio se obtuvieron 60 detecciones positivas mediante el cribado inicial de la PCR
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en tiempo real dirigida al fragmento corto de 16S ARNr de Anaplasmataceae, las
cuales no pudieron ser confirmadas mediante PCR convencionales dirigidas a otros
genes mas polimorficos. Este resultado podria deberse a la mayor sensibilidad de la
PCR en tiempo real, que permite detectar cargas infecciosas muy bajas, mientras que
las PCR convencionales, presentan en general una menor sensibilidad.

Desde el punto de vista ecologico, es importante resaltar que todas las secuencias
procedieron de estadios inmaduros de garrapatas colectadas en paseriformes del
género Turdus, o bien de la sangre de este género aves.

6.5 Caracterizacion filogenética y potencial zoonético

Los andlisis filogenéticos revelan la circulacién en Argentina de nuevas cepas de
Ehrlichia. Algunas de ellas como nuevos reportes para determinadas ecorregiones,
como “Candidatus Ehrlichia pampeana” cepa Mburucuya detectada en PNM. Esta
cepa se agrupd con alto soporte filogenético junto con la cepa aun no formalmente
descrita, “Ca. Ehrlichia pampeana”, mostrando un 100% de identidad. Este grupo, se
encuentra filogenéticamente proximo al clado de E. ewingii, una especie zoondtica.
Otras secuencias obtenidas en esta tesis, 100% iguales entre si y nombradas aca
como Ebhrlichia sp. cepa Manantiales-1, pudieron ser caracterizadas uUnicamente a
partir del gen 16S ARNr. El porcentaje de mayor homologia fue con E. chaffeensis,
con un 97,8% de identidad, lo cual representa un valor relativamente bajo para este
gen altamente conservado (Monje et al., 2019). El andlisis filogenético ubic6 a
Ehrlichia sp. cepa Manantiales-1 en un clado cercano al de E. chaffeensis. Este
hallazgo sugiere que esta cepa podria formar parte de un complejo Sudamericano de
E. chaffeensis sensu lato, como propusieron recientemente Eberhardt et al. (2023a).
Por ultimo, otras cepas detectadas en MA, Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2A vy
Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2B, se observaron formando un clado filogenético junto
con las cepas Ehrlichia sp. cepa Delta y Ehrlichia sp. cepa M006, con un alto soporte
y con un 95,8% de identidad, sugiriendo una suficiente divergencia para considerar
que podria tratarse de un nuevo haplotipo.

La existencia de estos linajes en PNM y MA confirma que la diversidad de Ehrlichia
en Argentina estd subestimada. Dos de las cepas descritas aqui pueden tener un

potencial zoonético, ya que se encuentran filogenéticamente cercanas con Ehrlichia
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previamente reportadas como patégenas y zoondéticas. Esto incrementa el interés
sanitario de sus vectores y hospedadores locales. Es relevante continuar con los
estudios en el laboratorio, como el aislamiento de las bacterias y estudios de
capacidad vectorial que permitan confirmar las especies de garrapatas vectores.
Hasta el momento, si bien algunas especies de garrapatas y vertebrados fueron
detectados infectados con Ehrlichia, esto no permite asumir que actien como
vectores competentes o como hospedadores amplificadores. Todos los artropodos
hematéfagos pueden ingerir microorganismos presentes en la sangre de los
hospedadores reservorios y esto no significa que tengan la capacidad de transmitirlos
a otro hospedador (Estrada-Pena et al., 2013). Asi como la deteccién de ADN de
microorganismos en un vertebrado no es suficiente para demostrar la capacidad como
hospedadores amplificadores (Baker y Reisen, 2019). Todas las detecciones de
Ehrlichia en garrapatas en la presente tesis correspondieron a garrapatas en fase de
vida parasitaria, no se encontraron infecciones en garrapatas de vida libre, lo cual
limita aun mas la posibilidad de establecer con certeza el rol vectorial de las
garrapatas involucradas. Si Ehrlichia solo se detecté en garrapatas alimentadas
(parasitarias), es posible que simplemente hayan ingerido el ADN bacteriano de un
hospedador infectado, sin que eso indique que sean vectores competentes. Por el
contrario, detectar Ehrlichia en garrapatas de vida libre (es decir, no alimentadas)
daria un indicio mas fuerte de que estan infectadas de forma persistente y, por tanto,

que podrian tener un rol vectorial.

6.6 Distribucion y riesgo ecolégico-epidemioldgico

La integracién de los resultados moleculares y filogenéticos con la procedencia
geografica de las muestras permite realizar inferencias de los patrones espaciales de
circulacién de Ehrlichia en las ecorregiones estudiadas, asi como la evaluacion de
potenciales riesgos ecolbgicos y epidemioldgicos asociados a los linajes detectados.
En este sentido resulta importante destacar que, a excepcién de I. chacoensis e |.
silvanus, todas las especies anteriormente mencionadas han sido registradas
parasitando humanos, y la mayoria han sido reportadas infectadas con bacterias de
la familia Anaplasmataceae en Sudamérica (Bermudez et al., 2024).

La Ehrlichia detectada en el PNM, “Ca. Ehrlichia pampeana” cepa Mburucuya en

larvas de Haemaphysalis juxtakochi recolectadas sobre un ejemplar de T. rufiventris,
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representa el primer registro de esta bacteria en el Chaco Humedo. Este registro
amplié el rango ecoldgico conocido de esta bacteria que fue reportada en las Pampas
de Uruguay (Félix et al., 2021) y en el Espinal de la provincia de Entre Rios de
Argentina (Flores et al., 2024). El primer reporte de esta bacteria, “Ca. Ehrlichia
pampeana”, provino del bazo de un guazuncho (S. gouazoubira), como asi también
en ninfas y adultos de H. juxtakochi recolectadas sobre este hospedador y de la
vegetacion en Uruguay (Félix et al., 2021). Luego, Flores et al. (2024), la reportaron
por primera vez en Argentina, en adultos de H. juxtakochi colectadas de la vegetacion.
La asociacion entre Ehrlichia y cérvidos ha sido ampliamente estudiada en
Norteamérica, donde se han identificado dos especies zoondticas, E. chaffeensisy E.
ewingii, que utilizan al ciervo de cola blanca (O. virginianus) como principal reservorio
vertebrado (Paddock y Childs, 2003). En este contexto, la deteccion de “Ca. Ehrlichia
pampeana” en H. juxtakochi, una garrapata fuertemente asociada a cérvidos, y en el
guazuncho, sugiere que estos podrian ser los principales hospedadores y reservorios
naturales de esta bacteria. Sin embargo, el hallazgo de larvas infectadas de H.
juxtakochi sobre T. rufiventris, amplia el espectro conocido de potenciales
hospedadores. Dado que no se ha documentado transmisién transovarica de Ehrlichia
hasta el momento (Rar y Golovljova, 2011), es razonable suponer que la infeccién
detectada en las larvas se habria adquirido a través de la ingesta de sangre del ave
parasitada. El hospedador, sin embargo, resultdé negativo para la presencia de
Ehrlichia, lo que podria deberse a una baja bacteriemia al momento de tomar la
muestra.

Cabe destacar que T. rufiventris presenta una distribucion amplia, que abarca desde
el sur de Brasil hasta Uruguay, Paraguay, Bolivia y el centro-norte argentino (Aves del
Mundo, 2025; GBIF.org, 2025) coincidiendo con el rango de distribucion del
guazuncho (GBIF.org, 2025) y de H. juxtakochi en Sudamérica (Guglielmone et al.,
2021). Esta superposicién geogréfica podria estar relacionada con la distribucion de
“Ca. Ehrlichia pampeana”. Aunque la patogenicidad de “Ca. Ehrlichia pampeana” para
humanos es incierta, los analisis filogenéticos indican que esta bacteria se encuentra
estrechamente relacionada con E. ewingii, una especie zoondética reconocida (Félix
et al., 2021). Esto, sumado a que existen reportes de ninfas y adultos de H. juxtakochi
parasitando a humanos (Guglielmone et al., 2021), enciende una alarma acerca del
posible riesgo para la salud publica. Cabe destacar que muchas especies del género

Ehrlichia provocan cuadros clinicos con sintomas inespecificos, como fiebre, cefalea,
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malestar general y mialgias, que pueden confundirse facilmente con otras infecciones
mas comunes y no suelen ser incluidos en los diagnésticos diferenciales (Ismail y
McBride, 2017). Esta inespecificidad clinica, junto con la falta de vigilancia activa y el
desconocimiento del personal de salud, hace que estas infecciones queden
frecuentemente fuera del radar sanitario y sean subdiagnosticadas o mal
identificadas. Por ello, la identificacién de nuevas cepas en garrapatas potencialmente
antropofilicas debe ser considerada una sefial de alerta que justifica estudios mas
exhaustivos en salud humana, especialmente en regiones donde la exposicion a
garrapatas es frecuente.

Una de las dos Ehrlichia detectadas en MA (Ehrlichia sp. cepa Manantiales 1),
detectada en sangre de dos aves: T. rufiventris y T. chiguanco, y en una ninfa de /.
silvanus recolectada sobre un individuo de T. nigriceps, se agrupé filogenéticamente
en un clado cercano a diferentes cepas de E. chaffeensis reportadas en sangre de
humanos en Estados Unidos, asi como a “Candidatus Ehrlichia shimanensis”
reportada en una garrapata, Haemaphysalis japonica, detectada en China. Esta
relacion filogenética con cepas patdégenas conocidas es consistente con lo informado
por Cicuttin et al. (2017a), quienes reportaron a Ehrlichia sp. cepa San Luis en adultos
de A. tigrinum recolectados en el centro de Argentina (Merlo, San Luis).
Posteriormente, Monje et al. (2019) volvieron a reportar la cepa San Luis en adultos
de Amblyomma parvum colectados en Los Milagros, Santiago del Estero. Debido a la
proximidad geografica de este sitio con el de la deteccion del agente ehrlichial
identificado por Tomassone et al. (2008), solo 33 km de distancia y a la ausencia de
barreras naturales evidentes, los autores propusieron que corresponde a la misma
Ehrlichia. Recientemente, Eberhardt et al. (2023a) reportaron la presencia de Ehrlichia
cf. chaffeensis en ninfas de A. dubitatum recolectadas en la vegetacién de los Esteros
del Iberd, regidén del noreste argentino. Estos antecedentes sugieren que este clado
de Ehrlichia cercanas filogeneticamente a E. chaffeensis reportadas mantiene una
circulacion activa en mdultiples ecorregiones del pais. Las secuencias de los genes
dsby groEL, obtenidas por Eberhardt et al. (2023a) mostraron entre 97,6 % y 99,99%
de identidad con Ehrlichia chaffeensis de referencia, y se agruparon con cepas
reportadas en ciervos de los pantanos (Blastocerus dichotomus) en Brasil (Sacchi et
al., 2012), reforzando la existencia de un clado sudamericano de Ehrlichia chaffeensis

sensu lato con potencial zoonético.
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La presencia de esta Ehrlichiaen T. rufiventris, T. chiguancoy en la ninfa de /. silvanus
colectada de T. nigriceps, plantea la potencial participacion de estas tres especies
como hospedadores en el mantenimiento del ciclo enzo6tico. Dado que todos los
estadios de /. silvanus se encuentran asociados exclusivamente a aves, es probable
que la infeccién la haya adquirido de un ave en el estadio de larva o desde la sangre
del T. nigriceps. El género Turdus presenta una amplia distribucion geografica y son
hospedadores comunes de estadios inmaduros de varias especies de garrapatas,
como A. tigrinum 'y A. parvum. Si las aves de la familia Turdidae actuan como
hospedadores amplificadores de estas cepas de Ehrlichia, entonces podria facilitar su
circulacién entre distintas regiones y entre diferentes especies de garrapatas al
alimentarse de aves infectadas. Esta situacion representa una importancia sanitaria,
ya que tanto A. tigrinum como A. parvum son especies que frecuentemente parasitan
a humanos en su etapa adulta (Guglielmone et al., 2021), planteando un potencial

riesgo para la salud publica.

No obstante, aun se requieren estudios filogenéticos adicionales que utilicen otros
marcadores moleculares para confirmar la identidad completa de estas cepas,
particularmente para determinar si esta cepa puede ser parte de un complejo de E.
chaffeensis sensu lato, como se sugiere en Eberhardt et al. (2023a). Cabe destacar
que no se dispone de fragmentos largos de secuencias del gen 16S ARNr para estas

Ehrlichia, lo cual limita la resolucién filogenética.

En MA, también se detecté Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2A en un grupo de ninfas
de I. silvanus recolectada de un T. nigriceps 'y Ehrlichia sp. cepa Manantiales 2B en
la sangre de un ejemplar de T. amaurochalinus. Las secuencias del gen groEL
detectadas en esta tesis, se agruparon en un clado junto con Ehrlichia sp. cepa Delta
y Ehrlichia sp. cepa M006, previamente detectadas infectando adultos de A. triste en
Delta e Islas del Parana (Campana, Buenos Aires) y en el ave S. rufosuperciliata en
la Selva Paraense (Parque Provincial Mocona, Misiones), respectivamente (Cicuttin
et al., 2020; Vaschalde et al., 2025b). Ni la garrapata A. triste ni el hospedador S.
rufosuperciliata presentan distribucidn en el centro norte de Argentina (Cuervo et al.,
2021; GBIF.org, 2025), lo cual sugiere que deberian participar otros hospedadores y
vectores que permitan la persistencia de estas cepas en la naturaleza. Turdus
amaurochalinus es una especie de amplia distribucién en Sudamérica, abarcando
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Bolivia, el centro y sur de Brasil, Paraguay, Uruguay, el sur de Per( y gran parte del
centro y norte de Argentina. Esta especie de ave ha sido documentada como
hospedadora de estadios inmaduros de A. tigrinum, A. triste y otras especies de
garrapatas (Guglielmone et al., 2021; Flores et al., 2023; este estudio), por lo que, de
llegar a ser un hospedador competente, podria estar implicado en el mantenimiento o
dispersion de esta cepa de Ehrlichia. La patogenicidad de estas cepas de Ehrlichia

no ha sido demostrada.

En sintesis, los resultados obtenidos en esta tesis muestran la complejidad de los
ciclos de transmisién de Ehrlichia. La marcada variabilidad espacial y temporal en la
composicién de garrapatas, la estrecha relaciébn con aves del género Turdus y la
deteccion de diferentes cepas, refuerzan la necesidad de considerar estos sistemas

como redes dinamicas influenciadas tanto por factores abiéticos como biéticos.
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7. Conclusion
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7. CONCLUSION

La presente tesis se enfoc6 en investigar la presencia de Ehrlichia y los aspectos
ecoldgicos y epidemioldgicos de las garrapatas en tres ecorregiones de la Argentina
(Chaco Humedo, Chaco Seco y Espinal). A través de dos afos de muestreo de
garrapatas en su fase de vida libre y parasitaria, la captura de vertebrados
hospedadores y la deteccién de Ehrlichia, se cumpli6 con los cinco objetivos
propuesto en este trabajo.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian una marcada variabilidad ecologica
entre los tres sitios muestreados, tanto en la estructura de las comunidades de
garrapatas y de aves, como en las asociaciones entre ellas. Las diferencias en riqueza
y composicion especifica reflejan no solo los contrastes ambientales entre
ecorregiones, sino también la influencia de la estacionalidad sobre la dinamica de las
garrapatas. Las aves, se destacan como hospedadores de larvas y ninfas de muchas
especies de garrapatas, desempefnando un papel importante en el mantenimiento y
dispersion. A su vez, la fuerte asociacidn entre ciertas especies de garrapatas con los
sitios, como H. juxtakochi en PNM, I. silvanus en MA'y A. aureolatum en SM, indican
que el ensamble de estas comunidades esta condicionado por variables locales y
temporales. Esta variacion en la comunidad de garrapatas también puede estar
vinculada a la historia natural de las especies presentes, algunas de las cuales
poseen requerimientos ambientales estrictos, mientras que otras muestran una mayor

plasticidad ecoldgica.

Desde el punto de vista filogenético, se identificaron diferentes cepas de Ehrlichia,
algunas genéticamente cercanas a especies zoondticas como E. chaffeensis y E.
ewingii y otras, formando un clado con cepas formalmente no descritas todavia. La
baja prevalencia en general registrada, no disminuye la relevancia epidemiolégica de
los hallazgos. La existencia de cepas filogenéticamente cercanas a Ehrlichia sp.
patdgenas de humanos y animales, de posibles vectores y de posibles hospedadores,
sugiere la existencia de ciclos enzodticos activos en nuestro pais. Estas detecciones
amplian el conocimiento actual sobre la ecologia del género Ehrlichia.

Desde un enfoque ecoldgico, estos resultados se alinean con lo propuesto por
Estrada-Pefia y De la Fuente (2014), quienes sostienen que las garrapatas deben
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comprenderse como redes dindmicas estructuradas por la interaccion entre la biologia
del vector, la disponibilidad espacio-temporal de hospedadores y la configuracion del
paisaje. En este marco, la fragmentacion del habitat, el grado de antropizacién y la
presencia de vegetacion exotica alteran las condiciones microcliméaticas y la
conectividad funcional del ecosistema, afectando indirectamente la distribucién y
abundancia de las garrapatas. Asimismo, la simple presencia de vectores no equivale
a riesgo de transmisidon, dado que este se ve condicionado por multiples factores
ecoldgicos y epidemiolégicos que interactuan en diferentes escalas espaciales y
temporales. Por lo tanto, es imprescindible adoptar un enfoque multiescalar e
integrador para evaluar el riesgo potencial asociado a las garrapatas y los
microorganismos que transmiten, particularmente en contextos de cambio ambiental

y expansién urbana.

Los datos obtenidos permiten avanzar en la caracterizacion de la diversidad
filogenética del género Ehrlichia en Argentina y constituyen un punto de partida para
estudios futuros que integren biologia molecular, ecologia de hospedadores y

distribucidén geografica.

Aportes relevantes de esta tesis:

e Se aportd informacidbn de relevancia de las asociaciones garrapata-
hospedador con 73 nuevas asociaciones garrapata-aves y cuatro garrapata-
mamifero.

e Se corrobord una fuerte asociacion entre todas las especies de garrapatas y
las especies del género Turdus colectadas.

e Se destaca la deteccion de Ixodes chacoensis en roedores Pseudoryzomys
simplex. Para esta especie s6lo se conocia a las aves como hospedadores de
larvas y ninfas.

e Se detecta por primera vez a Rhipicephalus microplus en un ave del orden
Passeriformes en el Neotropico.

e Se aporta informacidén de relevancia para Amblyomma aureolatum en aves,
incluyendo los primeros registros en aves fuera de la Ciudad de Buenos Aires.

e Se determind la presencia y establecimiento de Ixodes silvanus en una nueva

ecorregion.
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Se aporta nueva informacién geografica de la distribucion de Amblyomma
ovale.

Se determind la circulacién de tres Ehrlichia sp. detectada en sangre de aves
y en garrapatas asociadas a estas aves. Estas son las primeras detecciones
de bacterias del género Ehrlichia en sangre de hospedadores aviares en
Argentina.

Se identifico a especies del género Turdus como potenciales hospedadoras de

las Ehrlichia detectadas.
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ANEXO|

Tabla 18. Secuencias obtenidas en la presente tesis doctoral. TA: Tamano del amplicon.

Nombre de la TA
Gen Fragmento Hospedador
cepa (pb)
"Candidatus 16S TGCAGTCGAACGAATAATTATTTGTAGCCTCGGCTATAAGTAATTGTTAGTGGCAGACG 411 47 larvas de
Ehrlichia ARNr GGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGAAATGATGGGT H. juxtakochi
pampeana" cepa AATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGA
Mburucuya TTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGG
ACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAA
GTC
Ehrlichia sp. 16S CGGATAATTTTTTATAGCCTTTTGGCTATAAGTGATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTA 408  Turdus
cepa ARNr ATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGAAATGATGGGTAATACTGT rufiventris
Manantiales 1 ATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAG

TTGGTAGGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCA
GCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCATGAGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGG
G
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Continuacion Tabla 18.

Nombre de la TA

Gen Fragmento Hospedador
cepa (pb)
Ehrlichia sp. 16S  AATTTTTCTATAGCCTTTTGGCTATAAGTGATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGC 400 Turdus
cepa ARNr GTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGAAATGATGGGTAATACTGTATAA chiguanco
Manantiales 1 TCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGG

TAGGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCATGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAAACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCC

Ehrlichia sp. 16S GGACAGAGGCAGCGGGGAAGCCAGGAATTCATCATTCAGTACAGAAGAATTCCCGGC 405 1 ninfa I
cepa ARNr CAACTCAGATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGAAATGATGGGTAATACTGTAT silvanus
Manantiales 1 AATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTT

GGTAGGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
CACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCATGAGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAACTCTTTCAATAGGGAAGATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGGC
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Continuacion Tabla 18.

Nombre de la

Gen Fragmento Hospedador
cepa (pb)
"Candidatus groE ATGATAAGTTGGTGATGGAACAACTTACATTGTTTCCTATCTTGACTGCAAAAGTCTATA 1146 47 larvas de
Ehrlichia L GAAGAAAGTATCTAAAGCTAAAGCTGCTGGAGCTGATATTGTTTCGTATCAAAGAAGGA H. juxtakochi

pampeana" cepa
Mburucuya

GTACTTAAGGCTAAAGAAGCTGTATTAGAAGCTTTAATGTCTATGAAGCGTGAAGTGCT
ATCTGAAGAGGAAATTGCTCAAGTTGCTACTATTTCTGCTAATGGAGATAAGAATATAG
GTGGTAAGATTGCACAGTGTGTTAAAGAAGTTGGTAAAGATGGAGTTATTACAGTTGAG
GAAAGTAAAGGATTTAAGGAATTAGATGTTGAAAAAACTGATGGTATGCAGTTTGATCG
TGGATACCTTTCTCCTTATTTTGTTACTAATTCAGAAAAAATGTTAGTGGAGTTTGAAAAT
CCTTATATTTTACTAACAGAAAAAAAACTTAATATAATACAACCTATACTACCAATTTTAG
AAAATGTAGCTAGATCAGGAAGACCTCTTTTAATTATTGCAGAAGATGTAGAAGGTGAA
GCACTTAGTACTCTTGTATTAAATAAATTACGTGGTGGATTGCATGTTGCAGCAGTTAAA
GCGCCAGGATTTGGTGATAGAAGAAAAGATATGTTAGGCGATATTGCAATCTTAACTGG
AGCTAAACATGTCATTAACGATGAACTTGCAATAAAAATGGAAGACCTAACTTTGGCTG
AATTAGGAACAGCTAAGAATGTACGTATTACAAAAGATACTACTACTATTATTGGTAGTG
TAGATAATAGCTCTACTAATGTACAAAATAGAATTAATCATATTAAAGTACAAATTGAATC
TTCTACTTCAGATTATGATAAAGAAAAATTAAGAGAACGTTTGGCTAAACTTTCAGGTGG
TGTTGCTGTATTAAAAGTAGGCGGATCTAGTGAAGTTGAAGTTAAAGAACGTAAAGATC
GTGTTGAAGATGCTCTGCATGCCACTAGAGCTGCTGTTGAAGAAGGTGTTGTACCAGG
GAGGAGGTGCTGCATTATTGTATACATTATCAGTTCTTGACAATTTCACGAGCAATAATG
ATGATGACCAATTGGGCATTAACTTGGGAAACATGCATTAGAGCTCCTATCACCCTCCA
CTAAAATTCGGAACG
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Continuacion Tabla 18.

Nombre de la TA
Gen Fragmento Hospedador
cepa (pb)
Ehrlichia sp. groE GTGATGAATCGACTTCTCATTGGTATGATAAGTTGGGGATGGAACAACTACATGTTCTATTTTAA 1220  Turdus
cepa L CTGCAAAAGTTATAGAAGAAGTATCTAAAGCGAAAGCTGCTGGAGCAGATATTGTATGTATAAA amaurochalin

Manantiales 2B

AGAAGGTGTGCTAAAAGCTAAAGAAGCTGTGCTAGAAGCGTTAATGTCCATGAAGCGTGAAGT
ATTGTCTGAAGAAGAAATTGCTCAAGTTGCTACTATTTCAGCTAATGGAGATAAGAACATAGGT
AGTAAAATTGCACAATGTGTTCAGGAGGTTGGTAAAGATGGGGTTATTACAGTTGAAGAAAGCA
AAGGCTTCAAAGAGTTAGATGTTGAAAAAACTGATGGTATGCAGTTCGATCGCGGATACCTTTC
TCCTTATTTTGTGACTAACTCAGAAAAGATGTTGGTAGAATTTGAAAATCCTTATATCTTATTAAC
AGAAAAGAAACTTAATATAATACAGCCTATATTACCAATTTTAGAAAATGTAGCTAGATCAGGAA
GGCCTCTTTTAATTATTGCAGAGGATGTAGAAGGTGAAGCACTGAGCACTCTTGTTTTAAATAA
ATTACGTGGTGGATTGCATGTAGCAGCAGTTAAAGCGCCAGGATTTGGTGATAGAAGAAAAGA
TATGCTAGGTGATATTGCTATTTTAACTGGAGCTAAGCATGTAATAAGTGACGATCTTGCAATAA
AGATGGAAGATTTAACTTTAGCTGAATTGGGTACTGCTAAGAATATACGTATTACAAAGGATACT
ACTACTATTATTGGTAGTGTAGATAATAGTTCTGTTAATGTGCAAAGTAGAATTAATCAAATTAAA
ATGCAAATTGAAACTTCTACTTCAGATTATGATAAAGAAAAATTAAGAGAGCGTTTGGCTAAATT
ATCAGGTGGTGTTGCTGTATTAAAAGTTGGTGGATCTAGTGAAGTTGAAGTTAAGGAACGTAAA
GACCGTGTTGAGGATGCTTTGCATGCAACTAGAGCTGCTGTTGAAGAAGGTGTTGTGCCAGGA
GGCGGTGCTGCATTATTATATACATAATCGGTTCTTGAAAGTTTAAAAGCAGAAATGATGATGA
ACATTAGGTATTAATATTGTAGAACGTGCTTAACAGACTCCCATTAACCCCCCCTCAAAATTCTG
GATCGAAGATGCTCAGTGTATGTCTAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Continuacion Tabla 18.

Nombre de la TA

Gen Fragmento Hospedador
cepa (pb)
Ehrlichia sp. groE. GGCCCGCCGGCCCACCTAGTTAATCGTATTTGTTATAACCCTGGATCTTCTACCTCCTT 805 4 larvas |.
cepa L TCAATTTTAACTGCAAAAGTTATAGAAGAAGTATCTAAAGCGAAAGCTGCTGGAGCAGA silvanus

Manantiales 2A

TATTGTATGTATAAAAGAAGGTGTGCTAAAAGCTAAAGAAGCTGTGCTAGAAGCGTTAA
TGTCCATGAAGCGTGAAGTATTGTCTGAAGAAGAAATTGCTCAAGTTGCTACTATTTCA
GCTAATGGAGATAAGAACATAGGTAGTAAAATTGCACAATGTGTTCAGGAGGTTGGTAA
AGATGGGGTTATTACAGTTGAAGAAAGCAAAGGCTTCAAAGAGTTAGATGTTGAAAAAA
CTGATGGTATGCAGTTCGATCGCGGATACCTTTCTCCTTATTTTGTGACTAACTCAGAA
AAGATGTTGGTAGAATTTGAAAATCCTTATATCTTATTAACAGAAAAGAAACTTAATATAA
TACAGCCTATATTACCAATTTTAGAAAATGTAGCTAGATCAGGAAGGCCTCTTTTAATTA
TTGCAGAGGATGTAGAAGGTGAAGCACTGAGCACTCTTGTTTTAAATAAATTACGTGGT
GGATTGCATGTAGCAGCAGTTAAAGCGCCAGGATTTGGTGATAGAAGAAAAGATATGC
TAGGTGATATTGCTATTTTAACTGGAGCTAAGCATGTAATAAGTGACGATCTTGCAATAA
AGATGGAAGATTTAACTTTAGCTGAATTGAGTACTGCTAAGAATATACGTATTACAAAGG
ATACTACTACTATTATTGGTAGTGTAGATAATAG
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ANEXO Il
SELVA PARANAENSE

Previo al comienzo de las campanas de muestreo y en el marco de los objetivos
planteados en la presente tesis, fue de suma importancia analizar muestras
provenientes de diversas ecorregiones. Gracias a una colaboracién entre el Dr.
Fernando S. Flores y la Dra. Laura Tauro, se han examinado muestras de aves y
garrapatas, recolectadas durante un muestreo de tres dias consecutivos en abril del
2021, en el Parque Provincial Mocona (PPM; -27,151699; -53,901759) y el Parque
Provincial Pifalito (PPP; -26,428815; -53,843059). Ambos sitios se encuentran en la
ecorregidon Selva Paranaense, Misiones, Argentina, caracterizado por un clima
tropical hiumedo sin una marcada estacién seca y reconocido por su notable
diversidad y endemismo de varias especies (Marques y Grelle, 2021).

Para la captura, identificacion de especie, recoleccion de muestra de sangre,
recoleccion de garrapatas y posterior liberacidn de los ejemplares, se siguié el mismo
protocolo detallado en la seccion de Materiales y Métodos de esta tesis. Las capturas
fueron realizadas con la correspondiente autorizacion de las autoridades argentinas
del Ministerio de Ecologia y Recursos Naturales Renovables de Misiones (n.%: 9959-
12-2021-1).

En el laboratorio, las garrapatas recolectadas fueron identificadas taxonémicamente
y se procedidé a la extraccion de ADN de garrapata utilizando el Kit High Pure PCR
Template Preparation (Roche, Germany), se realiz6 individualmente cuando solo se
encontrd una garrapata de una especie o estadio en un hospedador, 0 en grupos de
dos a cinco garrapatas cuando se encontraron varias garrapatas de la misma especie
y estadio en un hospedador. La extraccién de ADN a partir de sangre entera de las
aves, se realizd segun el protocolo descrito previamente en la seccién de Materiales
y Métodos. Del mismo modo, el cribado inicial para la deteccion de miembros de la
familia Anaplasmataceae, asi como las PCR convencionales realizadas sobre las
muestras positivas, se llevaron a cabo segun lo especificado en dicha seccién. Las
secuencias obtenidas fueron posteriormente analizadas mediante herramientas de
filogenia molecular, siguiendo el procedimiento ya descrito.

De este muestreo, se capturaron un total de 142 aves (68 del PPM y 74 del PPP),
representando 34 especies, 28 géneros, 15 familias y cinco érdenes (un individuo de
Caprimulgiformes, uno de Columbiformes, uno de Strigiformes, uno de Piciformes y
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30 Passeriformes). Treinta y tres de estas aves (23,24%; 19 especies y 14 géneros),
todas del orden Passeriformes, fueron encontradas parasitadas por garrapatas duras.
Las familias Turdidae (26 individuos de cuatro especies) y Thraupidae (44 individuos
de cinco especies) presentaron el mayor numero de aves infestadas por garrapatas,
con una prevalencia del 30,8% y del 15,9%, respectivamente. En el MPP, se encontrd
que 15 aves (22,1%; IC del 95%: 13,9-383,3), representativas de 12 especies y seis
familias, estaban parasitadas por ejemplares inmaduros de A. calcaratum (cuatro
larvas y tres ninfas), Amblyomma longirostre (12 larvas y dos ninfas) y Haemaphysalis
leporispalustris (cinco larvas). De manera similar, en PPP, 18 aves (24,3 %)
pertenecientes a 12 especies y ocho familias fueron parasitadas por A. calcaratum
(nueve larvas y una ninfa), A. longirostre (19 larvas y dos ninfas) y A. ovale (una larva
y una ninfa). Ademas, se recolectaron 39 A. calcaratum (una ninfa, 34 machos y
cuatro hembras) sobre un ejemplar atropellado de Tamandua tetradactyla revisado in
situ, hallado al costado de la Ruta Provincial 2 (-27,214580; -54,030876).

Se analizaron un total de 50 muestras de sangre de aves y 26 garrapatas (17
muestras: 13 individuos y cuatro grupos) de MPP y 55 muestras de sangre de aves y
32 garrapatas (19 muestras: 12 individuos y siete grupos) de PPP. Ademas, 39
muestras de garrapatas recolectadas del T. tetradactyla. Todas las muestras de ADN
de aves dieron positivo en la PCR del gen cytB, significando que la integridad del
ADN. Se detect6 ADN de Anaplasmataceae en cuatro muestras de aves de cuatro
especies: tres aves del MPP (Lepidocolaptes falcinellus, Pyriglena leucoptera y
Syndactyla rufosuperciliata) y un macho de A. calcaratum recolectada sobre T.
tetradactyla dieron positivo para Ehrlichia. Todas las garrapatas recolectadas sobre
aves dieron negativo para Anaplasmataceae.

De las muestras de aves positivas para Ehrlichia, se obtuvieron fragmentos largos del
gen ARNr 16S de L. falcinellus (identificado como Ehrlichia sp. cepa Mocona-M66;
PP314017) y P. leucoptera (identificado como Ehrlichia sp. cepa Mocona-M67;
PP314016), pero no se pudo obtener un fragmento de S. rufosuperciliata. Del macho
de A. calcaratum recolectada del T. tetradactyla, se obtuvo también un fragmento
largo de 16S ARNr (identificado aca como Ehrlichia sp. cepa Ac-124; OQ682485). El
andlisis filogenético posiciond las secuencias de ARNr 16S obtenidas en un clado
monofilético (Figura 33).
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Figura 34. Arbol de méxima verosimilitud construido a partir de secuencias parciales
de ARN ribosomal 16S de especies de Ehrlichia que infectan aves en Argentina, en
comparacién con cepas de referencia (901 posiciones en el conjunto de datos final).
Los modelos de sustitucion con mejor ajuste, utilizando la prueba de modelos de

maxima verosimilitud, se determinaron con el criterio de informacion de Akaike. El

100 I— Neornickettsia nisticii, USA (NR029162)
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modelo de Hasegawa-Kishino-Yano con una distribucion gamma discreta fue
seleccionado como el mejor modelo. Los numeros representan el soporte de
bootstrap generado a partir de 1000 repeticiones, y no se muestran los valores
inferiores al 50 %. Las secuencias generadas en este estudio se muestran en negrita.
Los codigos de acceso a GenBank se muestran entre paréntesis.

Se obtuvieron dos secuencias groEL de las muestras S. rufosuperciliata (identificada
como Ehrlichia sp. cepa Mocona-M06; PP341295) y P. leucoptera (correspondiente a
Ehrlichia sp. cepa Mocona-M67; PP341296) y del macho de A. calcaratum del T.
tetradactyla (correspondiente a Ehrlichia sp. cepa Ac-124; OP481049), pero no de L.
falcinellus. El analisis filogenético con secuencias groEL ubic6 a Ehrlichia sp. clon
Mocona-MO06 en el mismo clado que Ehrlichia cepa Delta (identidad groEL: 96,37 %;
acceso a GenBank: MT681330), reportada en Amblyomma triste Koch, 1844
(Ixodida: Ixodidae) recolectada sobre la vegetacion en el Delta del rio Parana (Cicuttin
et al., 2020), mientras que Ehrlichia sp. cepa Mocona-M67 se posicion6 en el mismo
clado que Ehrlichia sp. cepa Ac-124 (identidad groEL: 98,55 %; acceso a GenBank:
OP481049) y Ehrlichia sp. cepa lbera (identidad groEL: 91,79 %; acceso a GenBank:
MN266482), detectada infectando a un adulto de Amblyomma tigrinum en la
ecorregidon de los humedales del Ibera (Eberhardt et al., 2020) (Figura 34). Entre las
tres muestras de aves positivas para Ehrlichia, solo Ehrlichia sp. cepa Mocona-M06
(PP328527) amplificé el gen dsb, cuya secuencia estaba relacionada con la secuencia
correspondiente a Ehrlichia sp. cepa Delta (identidad: 90,23 %; acceso a GenBank:
MT681330). El analisis filogenético de las secuencias dsb también posiciond a
Ehrlichia sp. cepa Mocona-M06 en un clado separado con Ehrlichia sp. cepa Delta
(Figura 34).
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Figura 34. Arboles de maxima verosimilitud construidos a partir de secuencias parciales de especies de Ehrlichia que infectan aves
en Argentina, en comparacion con cepas de referencia: (a) secuencias groEL y (b) secuencias dsb. La seleccidén del modelo se basé
en los criterios de informacion de Akaike. El modelo de Hasegawa-Kishino-Yano, con una distribucién gamma discreta (+G), fue
seleccionado como el mejor modelo para secuencias groEL (1078 posiciones incluidas en el conjunto de datos final), mientras que
el modelo de Tamura de 3 parametros, con una distribucion gamma discreta y sitios invariables (+G+l), fue seleccionado como el
mejor modelo para secuencias dsb (317 posiciones incluidas en el conjunto de datos final). Los numeros representan el soporte de
bootstrap generado a partir de 1000 repeticiones, y no se muestran los valores inferiores al 50 %. Secuencias Los datos generados

en este estudio se muestran en negrita. Los cédigos de acceso de GenBank se muestran entre paréntesis.
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Los hallazgos de este estudio representan el primer reporte de cepas de Ehrlichia
infectando a aves paseriformes y a adultos de A. calcaratum en Sudamérica
(Vaschalde et al.,, 2024). Las cepas del género Ehrlichia (Ehrlichia sp. clones
Mocona-M66 y Ehrlichia sp. clones Mocona-M67) reportadas en L. falcinellus y P.
leucoptera, estan estrechamente relacionadas con las detectadas en adultos de A.
calcaratum recolectados en 0sos hormigueros de collar a 15 km del sitio de muestreo
de las aves paseriformes (Vaschalde et al., 2023). Dado que no se ha demostrado la
transmision transovarica de Ehrlichia (Brouqui & Matsumoto, 2007) y considerando
que las aves paseriformes son hospedadores comunes de ninfas y larvas de A.
calcaratum (Guglielmone et al., 2021), se puede plantear la hipétesis de que A.
calcaratum podria actuar como vector y algunas especies de aves paseriformes como
hospedadores de los ciclos enzodticos de las bacterias del género Ehrlichia aqui
descritas. Sin embargo, su papel aun no se ha demostrado experimentalmente. En
cuanto a la distribuciéon geografica de las especies de aves infectadas con estos
agentes (L. falcinellus, P. leucopteray T. melanops), esta se limita a la ecorregion del
bosque atlantico de Argentina, junto con partes de Brasil, Paraguay y Uruguay, sin
extenderse hacia el sur (BirdLife International, 2024), lo que coincide con la
distribuciéon de A. calcaratum (Nava et al., 2017).

Ademas, la cuarta secuencia detectada en aves en este estudio, Ehrlichia sp. cepa
Mocona-M06, esta filogenéticamente relacionada con Ehrlichia sp. cepa Delta,
previamente reportada en adultos de A. triste recolectados de la vegetaciéon de la
ecorregion del Delta y las Islas del Parana, a 900 km al sur de los sitios estudiados
(Cicuttin et al.,, 2020). A diferencia de la distribucion de las especies de aves
infectadas con las otras cepas de Ehrlichia, el rango geografico de la especie de S.
rufosuperciliata infectada con esta Ehrlichia se extiende mas alla de la ecorregion del
Bosque Atlantico, extendiéndose hacia el sur para incluir la ecorregion del Delta y las
Islas del Parana (BirdLife International, 2024).

En este estudio, las aves pertenecientes a las familias Turdidae y Thraupidae
presentaron la mayor prevalencia de infestacion por garrapatas, con un 30,77 %y un
15,91 %, respectivamente, lo que concuerda con investigaciones previas (Flores et
al., 2023; Ogrzewalska et al., 2009; Venzal et al., 2005) y con los resultados de esta
tesis. Estas familias, como se nombr6 anteriormente, son los hospedadores mas
importantes de las garrapatas duras neotropicales, lo que podria atribuirse a sus
habitos alimenticios, ya que estas aves pasan gran parte de su tiempo buscando
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alimento en el suelo y entre los arbustos (Burns et al., 2014; Gasperin y Aurélio Pizo,
2009; Guglielmone et al., 2021; Narosky y Yzurieta, 2010).

Por ultimo, en la Tabla 19 se pueden ver las nuevas asociaciones parasito-huésped
para A. calcaratumy A. longirostre descritas en este trabajo (Vaschalde et al., 2024).
Como se dijo anteriormente, estos hallazgos resaltan la diversidad de especies de
aves que actuan como hospedadoras de estas garrapatas, las cuales estan
ampliamente distribuidas en la regién neotropical y se alimentan principalmente de
aves paseriformes durante sus etapas inmaduras (Guglielmone et al., 2021; Nava et
al., 2017).
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Tabla 19. Orden, familia, especie y niumero de aves silvestres capturadas y garrapatas Ixodidae colectadas en los Parques
Provinciales Mocona (PPM) y Pifalito (PPP) de la ecorregion de la Selva Paraense. C: Numero de capturas; I/C: Numero total de
aves infestadas/Numero total de aves capturadas; P: Prevalencia de infestacion (%); N: Numero de garrapatas capturadas; AM:

Abundancia media.

Aves Garrapatas
N AM
Sitio | Orden Familia Especie I/C P  Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPM | COLUMBIDAE Columbiformes Leptotila verreauxi  0/1 0 0 0 0 0
PASSERIFORMES Cardinalidae Cyanoloxia brissonii  0/1 0 0 0 0 0
Cyanoloxia 0/1 0 0 0 0 0
glaucocaerulea
Conopophagidae Conopophaga 1/1 100 Amblyomma calcaratum 0 2 0 2
lineata
Furnariidae Dendrocolaptes 1/2 50 Amblyomma longirostre 0 1 0 0,5*
platyrostris
Lepidocolaptes 1/3 33, Amblyomma longirostre 3 0 1* 0
falcinellus 3
Sittasomusgriseica  0/1 0 0 0 0 0
pillus
Synallaxis 0/1 0 0 0 0 0
cinerascens
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Continuacion Tabla 19.

Aves Garrapatas
AM
Sitio | Orden Familia Especie 1/C P Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPM | PASSERIFORME  Furnariidae Syndactyla 0/1 0 0 0 0 0
S rufosuperciliata
Parulidae Myiothlypis 0/2 0 0 0 0 0
bivittata
Myiothlypis 1/4 25 Amblyomma 1 0 0,25* 0
leucoblephara calcaratum
Pipridae Chiroxiphiacaudat  1/2 50 Amblyomma 1 0 0,5 0
a longirostre
Piprafasciicauda 1/4 25 Amblyomma 1 0 0,25 0
longirostre
Thamnophilida  Dysithamnus 0/1 0 0 0 0 0
e mentalis
Pyriglena 0/1 0 0 0 0 0
leucoptera
Thraupidae Saltator similis 0/2 0 0 0 0 0
Tachyphonus 1/2 50 Amblyomma 1 0 0,5* 0
coronatus calcaratum
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Continuacion Tabla 19.

Aves Garrapatas
N AM
Sitio | Orden Familia Especie 1/C P Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPM | PASSERIFORME Thraupidae Tachyphonus 1/2 50 Amblyomma 3 0 1,5 0
S coronatus longirostre
Thlypopsis 1/2 50 Amblyomma 1 0 0,5 0
pyrrhocoma calcaratum
1/2 50 Amblyomma 0 1 0 0,5
longirostre
Trichothraupis 1/1 5,3 Amblyomma 0 1 0 0,053
melanops 9 calcaratum
2/1 10, Amblyomma 2 0 0,11 0
9 5 longirostre
Tityridae Schiffornis 0/3 0 0 0 0 0
virescens
Turdidae Turdus albicollis 1/2 50 Amblyomma 1 0 0,5 0
calcaratum
Turdus leucomelas 1/6 16, Amblyomma 1 0O 0,17 0
7 longirostre
Turdus rufiventris 1/5 20 Amblyomma 1 0 0,2 0
longirostre
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Continuacion Tabla 19.

Aves Garrapatas
N AM
Sitio | Orden Familia Especie 1/C P Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPM | PASSERIFORME Turdidae Turdus rufiventris ~ 1/5 20 Haemophysalis 5 0 1 0
S leporispalustris
Tyrannidae Leptopogon 0/1 0 0 0 0 0
amaurocephalus
PPP | COLUMBIDAE Columbiformes  Leptotila verreauxi 0/2 0 0 0 0 0
PASSERIFORME Cardinalidae Habia rubica 1/1 100 Amblyomma 1 0 1 0
S longirostre
Cyanoloxia 1/1 100 Amblyomma 0 1 0 1*
glaucocaerulea calcaratum
Conopophagida Conopopha 0/4 0 0 0 0 0
e galineata
Furnariidae Sittasomus 0/2 0 0 0 0 0
griseicapillus
Synallaxis 1/2 50 Amblyomma 1 0 0,5* 0
cinerascens longirostre
Synallaxis 1/1 100 Amblyomma 1 0 1 0
ruficapilla longirostre
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Continuacion Tabla 19.

Aves Garrapatas
N AM
Sitio | Orden Familia Especie 1/C P Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPP | PASSERIFORME Passerellidae Zonotrichia 0/2 0 0 0 0 0
S capensis
Parulidae Myiothlypis 1/5 20 Amblyomma
bivittata longirostre
Myiothlypis 4/5 80 Amblyomma
leucoblephara calcaratum
Pipridae Chiroxiphia 1/4 25 Amblyomma
caudata longirostre
Thamnophilida  Mackenzia 1/1 100 Amblyomma
e enasevera longirostre
Thraupidae Haplospiza 0/2 0
unicolor
Tachyphonus 1/8 12, Amblyomma
coronatus 5 calcaratum
Trichothraupis 1/9 11, Amblyomma
melanops 1 longirostre
Trochilidae Phaethornis 0/2 0
eurynome
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Continuacion Tabla 19.

Aves Garrapatas
N AM
Sitio | Orden Familia Especie 1/C P Especie Larva Ninfa Larva Ninfa
PPP | PASSERIFORME Tityridae Schifforni 1/4 25 Amblyomma 1 0 0,25 0
S svirescens longirostre
Turdidae Turdus albicollis 1/5 20 Amblyomma 3 0 0,6 0
longirostre
2/5 40 Amblyomma ovale 1 1 0,2 0,2
Turdus 1/1 100 Amblyomma 5 0 5 0
amaurochalinus longirostre
Turdus leucomelas 0/1 0 0 0 0 0
Turdus rufiventris 1/6 16, Amblyomma 0 1 0 0,17
7 longirostre
Tyrannidae Leptopogon 0/2 0 0 0 0 0
amaurocephalus
Mionectes 0/2 0 0 0 0 0
rufiventris
PICIFORMES Picidae Celeus galeatus 0/1 0 0 0 0 0
STRIGIFORMES  Strigidae Glaucidium 0/1 0 0 0 0 0
brasilianum

*: Nueva asociacién garrapata-ave.
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ANEXO Il
PUBLICACIONES REALIZADAS EN RELACION A LA PRESENTE TESIS
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