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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar aspectos ecoldgicos y epidemioldgicos
de las garrapatas del norte de Misiones, donde el conocimiento sobre su ecologia e
importancia sanitaria es escaso. Se colectaron garrapatas sobre la vegetacion, y
garrapatas y tejidos de hospedadores durante dos afios en ambientes de selva,
urbanos y agroecosistemas. Se seleccionaron muestras para la deteccién de bacterias

de los géneros Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia.

Se encontré una alta diversidad y baja equitabilidad de especies en ambientes
de selva, siendo bajos los indices de similitud entre ambientes. El ambiente de selva
fue propicio para especies de garrapatas nativas y desfavorable para especies exdticas

establecidas en ambientes antropizados.

La abundancia de garrapatas en estadio de vida libre en ambientes de selva
presentd patrones marcados de distribucidn estacional, algunas especies presentes en
algunas estaciones y otras durante todo el afio con picos de abundancia. En algunas
especies como Amblyomma coelebs, Amblyomma brasiliense y Amblyomma ovale,
podria haber un ciclo de una generacién por afio, pero mas de una cohorte podria

coexistir en sus poblaciones.

Se destacd la importancia de los mamiferos medianos como Nasua nasua y
Didelphis aurita para el mantenimiento de estadios inmaduros de garrapatas en la
zona estudiada. Tanto las variables ambientales como las del hospedador podrian

modular las cargas parasitarias.

Un porcentaje alto de muestras de tejidos de hospedadores fue positivo a la
amplificacién de ADN de Ehrlichia y Anaplasma. Se detectd la presencia de Rickettsia
bellii y Rickettsia amblyommatis, de patogenicidad desconocida, y del patégeno

humano R. parkeri cepa Atlantic rainforest en A. ovale.



ABSTRACT

The objective of this work was to study ecological and epidemiological aspects
of ticks in northern Misiones, where knowledge about their ecology and sanitary
importance is scarce. Ticks on vegetation, ticks on hosts and host tissues were
collected during two years in forest, urban environments and agroecosystems.
Samples were selected for the detection of bacteria of the genera Anaplasma, Ehrlichia

and Rickettsia.

Hignh species diversity and low equitability was found in forest environments,
with low similarity indices among environments. The forest environment was favorable
for native tick species and unfavorable for exotic species which were established in

anthropized environments.

The abundance of free-living ticks showed marked seasonal patterns in forest
environments, with some species present in some seasons and others during all
seasons presenting peaks of abundance. In some species such as Amblyomma coelebs,
Amblyomma brasiliense and Amblyomma ovale, there could be a cycle of one

generation per year, but more than one cohort could coexist in their populations.

The importance of medium mammals such as Nasua nasua and Didelphis aurita
for the maintenance of immature tick stages in the studied area was highlighted. Both

environmental variables and those belonging to hosts could modulate parasitic loads.

A high proportion of host tissue samples was positive to Ehrlichia and
Anaplasma DNA amplification. The presence of Rickettsia bellii and Rickettsia
amblyommatis, of unknown pathogenicity, and of the human pathogen Rickettsia

parkeri strain Atlantic rainforest in A. ovale was detected.
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1. INTRODUCCION
1.1. Taxonomia, biologia y ecologia de garrapatas

Las garrapatas son ectopardsitos hematéfagos obligados de anfibios, reptiles,
aves y mamiferos. Poseen caracteristicas que las diferencian de otros artrépodos y que
contribuyen a su notable éxito como vectores de numerosos microorganismos. Por
ejemplo, son Unicas en cuanto a su longevidad ya que individuos de algunas especies
pueden sobrevivir durante afios esperando encontrar un hospedador adecuado. Las
garrapatas son capaces de mantener una ingesta de sangre durante largos periodos sin
digerir, consumiéndola lentamente, lo cual a su vez permite la penetracién de

microorganismos a sus tejidos (Sonenshine, 1991).

1.1.1. Clasificacion taxondmica
Las garrapatas son artréopodos aracnidos de la subclase Acari, la cual se

caracteriza por la fusion extrema de los segmentos corporales. El prosoma y el
opistosoma estan fusionados formando el idiosoma, mientras que el aparato bucal se
encuentra en el gnatosoma o capitulo en las garrapatas (Figura 1). Dentro del
superorden Parasitiformes, las garrapatas constituyen el orden Ixodida, que contiene a
la superfamilia Ixodoidea, que a su vez estd conformada por tres familias: Ixodidae,

Argasidae y Nuttalliellidae (Krantz y Walter, 2009).

Las garrapatas duras (Ixodidae) poseen un escudo esclerotizado que cubre el
dorso completo en los machos y la parte anterior del dorso en las hembras, ninfas y
larvas (Figura 1). Por esta razén, los machos no son capaces de expandirse con la
ingesta de sangre, a diferencia de las hembras y los estadios inmaduros, los cuales se
ingurgitan y aumentan varias veces su tamafio a fuerza de sintesis de nueva cuticula
antes de desprenderse del hospedador. Por su parte, las garrapatas blandas
(Argasidae) presentan una cuticula plegada sobre si misma, sin escudo, y la familia
Nuttalliellidae es monoespecifica, es decir estd integrada por una Unica especie,
Nuttalliella namaqua, la cual tiene caracteristicas propias de las dos familias

anteriormente citadas (Sonenshine, 1991).



Las garrapatas de la familia Ixodidae se clasifican a su vez en dos grupos con
diferencias bioldgicas y morfoldgicas marcadas: Prostriata representado por el género
Ixodes y Metastriata por los géneros restantes. Las garrapatas del género Ixodes se
caracterizan por poseer el surco anal anterior al ano, mientras que las pertenecientes

al grupo Metastriata poseen el surco anal posterior al poro anal (Sonenshine, 1991).

1.1.2. Caracteres morfologicos
La Figura 1 muestra la anatomia externa de las garrapatas de la familia

Ixodidae, identificando los principales caracteres morfolégicos utilizados para la
determinacion taxondmica. El capitulo de las garrapatas contiene los queliceros, los
palpos y el hipostoma. En los laterales del escudo se encuentran los ojos simples,

ausentes en algunos géneros.
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Figura 1. Caracteres morfoldgicos de las garrapatas duras (Acari: Ixodidae), vista dorsal

y ventral.



Los estadios inmaduros (larvas y ninfas) de los ixdédidos son similares a los
adultos pero carecen de poros genitales y de dimorfismo sexual. Las larvas poseen solo
tres pares de patas y un botdn del cual se desarrolla el cuarto par de patas durante la
muda a ninfas. En las larvas, el nimero y localizaciéon de las setas sobre el cuerpo se

utilizan como caracteres morfoldgicos de los distintos géneros (quetotaxia).

Los argasidos poseen un tegumento granulado, corrugado, mamilado, coriaceo
o con tubérculos, con o sin discos. Algunos géneros poseen ademas, estructuras
diagndsticas como camerostoma, setas posthipostomales, postpalpales y ventrales,

surcos postanales en su cara ventral (Barros-Battesti y col., 2006; Nava y col., 2017).

1.1.3. Ciclo de vida
Los argasidos poseen un estadio larval y varios estadios ninfales. La hembra

fecundada pone pequefias masas de huevos (hasta 500 huevos por puesta) luego de
cada ingesta rapida de sangre. Este patron de alimentaciéon y mudas determina ciclos

de multiples hospedadores (Hoogstraal, 1985).

La mayor parte de los ixddidos cumple un ciclo de vida de tres hospedadores,
donde luego de cada ingesta de sangre que puede durar varios dias, las garrapatas se
desprenden del hospedador y mudan en el ambiente para luego comenzar la busqueda
de otro hospedador. Las hembras adultas alimentadas se desprenden para depositar
cientos de huevos en un medio estable. Las larvas emergen de los huevos, comienzan a
dispersarse para localizar un hospedador, ascienden por la vegetacién u otras
superficies presentes en el ambiente y adoptan un comportamiento de busqueda,
extendiendo el primer par de patas para exponer los drganos de Haller (érganos con
qguimiorreceptores propios de las garrapatas, ubicados en los tarsos del primer par de
patas). Cuando un hospedador transita un sitio con larvas y las contacta, estas se
adhieren al mismo y luego de explorarlo, insertan su aparato bucal en la piel del
hospedador para comenzar a alimentarse. Luego de varios dias, las larvas ingurgitadas
de sangre se desprenden del hospedador y caen para mudar a ninfas en el ambiente.
Las ninfas buscan de igual forma otro hospedador para alimentarse durante dias y
desprenderse como ninfas ingurgitadas que mudan a adultos en el ambiente. Las
hembras y machos adultos ascienden por la vegetacién y exponen el primer par de

patas en el mismo comportamiento de busqueda de hospedador. Cuando uno pasa, los
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adultos se adhieren y comienzan a alimentarse. La cdpula se produce tipicamente
sobre el hospedador, con excepcidn de especies del género Ixodes y de algunas del
género Amblyomma. Luego de la cdpula, la hembra se ingurgita de sangre, se
desprende del hospedador, cae al ambiente, busca un refugio y comienza la
oviposicion (Figura 2). Los machos generalmente permanecen sobre el hospedador
para seguir alimentdndose y copulando con otras hembras. Las hembras de los
ixddidos, a diferencia de los argdsidos, mueren luego de poner miles de huevos en una

sola oviposicidon (Sonenshine, 1991).

Ambiente:

oviposiciény

Hembra

ingurgitada >
emergencia de larvas
‘ ) N
» N Larva .
1er

Jer
hospedador: hospedador
i copula ) " -
CICLO DE VIDA DE Q
* TRES HOSPEDADORES Lana
ingurgitada
Adulto
Ambiente: Ambiente:
ninfa ingurgitada larva ingurgitada
muda a adulto Ninfa muda a ninfa

ingurgitada

-

hospedador

-

Figura 2. Ciclo de vida de tres hospedadores en garrapatas ixodidas.

Las garrapatas adultas del grupo Prostriata pueden copular sobre la vegetacién
en lugar del hospedador, ya que los machos producen espermdtides antes de
alimentarse (Nava y col., 2017). Algunas especies de ixddidos tienen ciclos de uno o

dos hospedadores. Esto significa, en el primer caso, que los estadios inmaduros



pueden alimentarse y mudar sin descender del hospedador, y Unicamente la hembra
ingurgitada se desprende para depositar los huevos en el ambiente (eg. Rhipicephalus
microplus) (Nufiez y col., 1982) (Figura 3). En el segundo caso, las larvas permanecen
prendidas al hospedador cuando mudan a ninfas, y son estas las que una vez
alimentadas, se desprenden para mudar a adultos en el ambiente (eg. Hyalomma

dromedarii) (Hoogstraal, 1956) (Figura 4).

Ninfa
ingurgitada

Ninfa
Larva E’\ 7 ]
ingurgitada / \
Hembra

@
ingurgitada

CICLO DE VIDA DE %

M UN HOSPEDADOR @

Hospedador: Ambiente:
larva ingurgitada muda a ’
ninfa y ninfa ingurgitada

muda a adulto

oviposiciony emergencia de
larvas

Figura 3. Ciclo de vida de un hospedador en garrapatas ixddidas.
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Figura 4. Ciclo de vida de dos hospedadores en garrapatas ixddidas.

La duracidn de los ciclos vitales de las garrapatas depende principalmente de la
especie y las condiciones climaticas. En zonas de clima tropical, pueden desarrollarse
varias generaciones por afo, mientras que en regiones donde existen rangos de
temperatura y humedad mas amplios, los ciclos vitales pueden alargarse. En regiones
templadas, el desarrollo es aun mas lento, y cada vez que se desprenden del
hospedador y caen en el ambiente, las garrapatas pueden entrar en una etapa de
diapausa (retraso de la oviposicion o de la muda), lo cual resulta en ciclos de vida de

dos o mds afios (Sonenshine y col., 2002).

El ciclo de vida de las garrapatas determina su capacidad para transmitir
patdgenos de un hospedador a otro. Las garrapatas pueden infectarse con bacterias
patdégenas mediante la ingesta de sangre de un hospedador infectado o por
transmisién vertical transovarica (el patdégeno coloniza el tejido ovarico de la hembra e
infecta a la progenie) o transestadial (el patégeno permanece en la garrapata durante

la muda e infecta al estadio siguiente), y transmitir estos agentes a nuevos
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hospedadores (Reisen, 2002). Ademads, teniendo en cuenta que cada ciclo puede
alargarse en el tiempo como respuesta a condiciones climaticas desfavorables, las
garrapatas son capaces de constituir verdaderos reservorios de microorganismos

patdgenos, manteniéndolos durante largos periodos en el ambiente.

1.1.4. Distribucion espacial y temporal de las garrapatas
La distribucion espacial de todas las especies animales y vegetales se relaciona

tanto a factores abidticos como bidticos. Cada especie se encuentra en ambientes que
presentan determinadas caracteristicas y rangos de esas variables que son adecuados
para su supervivencia y reproduccién. Del mismo modo, distintas especies de
garrapatas pueden tener diferentes restricciones de habitat de acuerdo a sus
preferencias, y por lo tanto poseer diferentes capacidades para invadir nuevas areas y

diseminarse dentro de las mismas (Estrada-Pefia, 2008).

Una amplia variedad de factores afectan los patrones de distribucién de las
garrapatas. Entre ellos, la temperatura de la superficie del suelo, la humedad relativa,
el déficit de saturacién, la composicion de la vegetacién, la abundancia, diversidad y
distribucién de los hospedadores, la configuracién del paisaje (su conectividad, los
usos del suelo, entre otros), la competencia entre distintas especies de garrapatas,
actuan de forma conjunta determinando la idoneidad del ambiente para la ocupacion

y establecimiento de las mismas (Estrada-Peiia, 2008).

La presencia y abundancia de garrapatas se asocian generalmente con factores
ambientales que determinan momentos y nichos ecolégicos mas o menos adecuados
para su supervivencia y desarrollo, y que son también responsables de los patrones de
estacionalidad de los diferentes estadios de las garrapatas (Belozerov, 1982; Estrada
Pefia, 2008). Conocer y comprender el comportamiento de las poblaciones de
garrapatas y su relacién con ciertas caracteristicas ambientales es necesario para
evaluar el riesgo animal y humano de contraer enfermedades transmitidas por
garrapatas (Knap y col., 2009). De este modo, la comprensién de la ecologia de las
garrapatas contribuye a la prevencién y el control de patdgenos transmitidos por

garrapatas de importancia médica y veterinaria. Por lo tanto, este estudio propone
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realizar un analisis ecolégico de la comunidad de garrapatas en un gradiente de paisaje
gue presenta alteraciones antropogénicas diferenciales en la ecorregidon del Bosque

Atlantico de Argentina.

1.2. Importancia sanitaria de las garrapatas
Las garrapatas son relevantes desde una perspectiva sanitaria porque las

mismas pueden actuar como vectores de microorganismos patdgenos como
protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus que afectan a los animales domésticos,
silvestres y al hombre, ademas de su potencial para provocar toxicosis, paralisis,
irritacion y alergia a sus hospedadores (Sonenshine y Roe, 2014). Por otro lado, las
heridas en la piel causadas por las garrapatas suelen ser dolorosas, pueden atraer
moscas productoras de miasis y desencadenar infecciones bacterianas secundarias de

larga duracion (Sonenshine y col., 2002).

Las garrapatas son consideradas junto con los mosquitos como los artrépodos
vectores de agentes patdégenos mas importantes (Sonenshine y col., 2002). En todo el
mundo, sin importar el tipo climatico, en zonas tropicales, templadas y hasta en
tundras, las garrapatas representan un serio problema médico y veterinario (Randolph,
2000). Por su parte, las enfermedades rickettsiales transmitidas por garrapatas son una
causa importante de morbilidad y mortalidad en animales y humanos en todo el

mundo (Parola y col., 2005; Renvoisé y col., 2009; Brites-Neto y col., 2015).

Mientras algunas enfermedades infecciosas transmitidas por garrapatas se
conocen desde hace mas de un siglo, un gran nimero de ellas han sido reportadas o
estudiadas con mayor profundidad recientemente, posiblemente debido al desarrollo
y expansion de técnicas de diagndstico modernas y al crecimiento del numero de
grupos de investigacién relacionados a esta temadtica. Las enfermedades infecciosas
emergentes y re-emergentes son aquellas que han aparecido recientemente en una
poblacion, o que han existido, pero que estan aumentando rapidamente en incidencia
o rango geografico (Morse, 2001). La emergencia/reemergencia es el resultado de
interacciones dinamicas entre agentes infecciosos de rapida evolucién y cambios en el

ambiente, en el clima y en el comportamiento de los hospedadores, lo cual
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proporciona a dichos agentes nuevos nichos ecolégicos favorables (Morens y col.,

2004).

La explosion demografica humana de las dltimas décadas y las
transformaciones ambientales en pos de la productividad agroalimentaria resultaron
en un mayor contacto entre las poblaciones humanas y animales y, por lo tanto, en un
aumento del riesgo de emergencia de enfermedades infecciosas (Jones y col., 2008).
De este modo, la alteracion de los ecosistemas naturales transformé el
comportamiento de poblaciones de garrapatas y hospedadores modificando el
equilibrio ecolégico y determinando el aumento y la emergencia/re-emergencia de

enfermedades transmitidas por garrapatas (Morens y col., 2004).

Ademas de su importancia respecto a la salud publica y veterinaria, las
garrapatas son capaces de provocar grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial
asociadas a infestaciones en animales domésticos. Respecto a la infestaciéon del
ganado bovino, las garrapatas transmiten y diseminan microorganismos patdgenos,
disminuyen la ganancia de peso y la produccién de leche, reducen la calidad de los
cueros y aumentan el costo dado por los métodos para su control y prevencién y los
tratamientos de enfermedades transmitidas por garrapatas (Jongejan y Uilenberg,
2004). El costo global asociado a las garrapatas y a las enfermedades transmitidas por
garrapatas en el ganado bovino ha sido estimado hace tiempo en cifras que ascienden
entre USS 13.9 mil millones y USS 18.7 mil millones (De Castro y col., 1997). Sin
embargo, actualmente se desconoce el costo global real que insumen el control de
garrapatas y las pérdidas de produccién en el ganado. Por su parte, los costos para el
control de las garrapatas y tratamiento de enfermedades transmitidas por garrapatas
en perros domésticos son también de importancia econdmica considerabe,
particularmente en paises donde los perros tienen, ademas de los roles tradicionales,
un papel social y afectivo y grandes sumas de dinero se gastan para su cuidado

(Uilenberg, 1995; Kiss y col., 2012).

Desde una perspectiva epidemioldgica, las especies de garrapatas de la familia

Ixodidae son las mds relevantes en relaciéon a su rol como pardsitos de animales
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silvestres, domésticos y humanos, y como importantes vectores de agentes patégenos

(Estrada-Pefia y Jongejan, 1999; Jongejan y Uilenberg, 2004).

1.2.1. Garrapatas sobre hospedadores
Las interacciones entre las garrapatas y sus hospedadores son importantes para

comprender los ciclos de transmision de patégenos (Estrada-Pefia y col., 2013). Las
garrapatas pueden utilizar dos estrategias para encontrar hospedadores: permanecer
en sus habitats a la espera de un vertebrado, como en el caso de muchas especies
nidicolas de argasidos, o dejar sus habitats para ir en busca de vertebrados. Estas
ultimas escalan la vegetacién y emboscan a sus hospedadores, atraidas y activadas por
vibraciones, olor, calor y moléculas como didxido de carbono y amoniaco. La altura
hasta la que escalan las garrapatas estd determinada principalmente por su
especificidad. Garrapatas que solo se alimentan sobre algunas pocas especies de
hospedadores, generalmente relacionadas entre si, son consideradas especificas de
hospedador o especialistas, mientras que aquellas que se alimentan sobre un rango
mas amplio de hospedadores, los cuales muchas veces no estdn relacionados
evolutivamente, son consideradas no especificas, oportunistas o generalistas

(Sonenshine y col., 2002).

A su vez, la disponibilidad de hospedadores también juega un papel importante
en la abundancia y distribucion de garrapatas, y depende de factores ambientales
como la estructura del paisaje y su nivel de fragmentacién (Medlock y col., 2013). Los
vertebrados pueden actuar como hospedadores primarios esenciales para el
mantenimiento del parasito, o secundarios o accidentales, no esenciales pero que
pueden contribuir a su amplificacidon. Un hospedador amplificador aumenta el numero
de parasitos y puede desarrollar enfermedad, mientras que un hospedador reservorio
soporta el mantenimiento de los pardsitos por periodos largos de tiempo, jugando un
papel determinante en la infeccién de las garrapatas con microorganismos

transmitidos por vectores, y generalmente no desarrolla enfermedad (Reisen, 2009).

Los macroparasitos, entonces, estdn sujetos a las condiciones del entorno y al

ambiente generado por el hospedador (Hugot, 2006). La importancia de las

15



caracteristicas ambientales en la adaptacién de las garrapatas al hospedador estd
ampliamente documentada (Klompen y col., 1996; Cumming, 2002), pero los atributos
individuales de los hospedadores como peso, tamafio corporal, edad y sexo también
son factores relevantes que determinan la heterogénea distribucion de los parasitos en
sus poblaciones hospedadoras (Pacala y Dobson, 1988; Goodwin y col., 2001; Krasnov
y col., 2004, 2005; Brunner y Ostfeld, 2008; Patterson y col., 2008; Esser y col., 2016).
Debido a la gran variedad de factores que pueden influir en la presencia y la carga de
las garrapatas sobre sus hospedadores, es importante analizar esos factores en su

conjunto.

Los mamiferos de tamafio mediano Nasua nasua (Carnivora: Procyonidae) y
Didelphis aurita (Didelphimorphia: Didelphidae) tienen habitos alimenticios
oportunistas y sus poblaciones pueden alcanzar altas densidades en dreas con
disturbios antropicos (Caceres y Monteiro-Filho, 2001; Alves-Costa y col., 2004). Ambas
especies son hospedadores habituales de diferentes especies de garrapatas en la
region neotropical (Labruna y col., 2005; Guglielmone y col., 2011; Nava y col., 2017) y
pueden actuar como reservorios o amplificadores de patégenos transmitidos por

garrapatas (Herrera y col., 2008; Horta y col., 2009).

1.3. Bacterias del orden Rickettsiales transmitidas por garrapatas
Las bacterias del orden Rickettsiales son a-Proteobacterias Gramnegativas

intracelulares obligadas que infectan células eucariotas. En la actualidad, este orden
contiene tres familias: Anaplasmataceae, Rickettsiaceae y “Candidatus
Midichloriaceae”. La primera incluye los géneros Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia,
Aegyptianella y Wolbachia, entre otros, mientras que la segunda contiene los géneros
Rickettsia y Orientia, entre otros (Dumler y col., 2001; Thomas, 2016). Sin embargo,
esta clasificacién se encuentra en continua modificacién a medida que se dispone de

nueva informacion.

Las garrapatas pueden transmitir patdégenos rickettsiales que causan

enfermedades leves, graves o incluso fatales en animales y en el humano. La
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transmisidn ocurre mediante la inoculacion de bacterias junto a las secreciones o

excreciones de las garrapatas (Thomas, 2016).

El mantenimiento y transmisién de estos agentes patdgenos se encuentran
asociados a variables que condicionan la abundancia y distribucion de los vectores y
hospedadores. Factores climaticos, demograficos, elevacién del suelo, uso del paisaje,
la capacidad de los microorganismos de sobrevivir y multiplicarse dentro del vector, su
transmisibilidad, la susceptibilidad y capacidad del vector para infectarse, sostener y
transmitir patégenos a un hospedador susceptible, la facultad de los patégenos para
evadir el sistema inmune del hospedador, la susceptibilidad y disponibilidad del
hospedador o de determinadas poblaciones de hospedadores, la competencia del
hospedador para actuar como reservorio y amplificador de microorganismos, son
variables que afectan la propagacion de los agentes patogenos (Reisen, 2009; Stuen y
col., 2013; Thomas, 2016). Por lo tanto, la presencia de garrapatas no es suficiente por
si misma para representar un riesgo significativo de transmisién de patdgenos
asociados, pero la determinacidon de la abundancia de garrapatas y de la tasa de
infeccidn con microorganismos es necesaria para el analisis de dicho riesgo (Randolph,

2000).

1.3.1. Bacterias de los géneros Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia
Las bacterias del género Anaplasma han sido vastamente estudiadas, en

especial las especies Anaplasma phagocytophilum por ser el agente causal de la
anaplasmosis granulocitica humana y Anaplasma marginale por ser la causa primaria
de la anaplasmosis bovina, ocasionando pérdidas econémicas (Parola y col., 2005b;
Kocan y col., 2010). La Tabla 1 muestra las especies del género Anaplasma de interés
médico y veterinario (de la Fuente y col., 2005; Hornok y col., 2007; Raoult y Parola,

2007; Torina y col., 2010; Palomar y col., 2015).
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Tabla 1. Especies del género Anaplasma de interés médico y veterinario, sus

principales vectores y distribucion.

Especie Enfermedad Vectores reconocidos o potenciales Distribucion
Anaplasma Anaplasmosis Hyalomma, Ixodes, Rhipicephalus, =~ Europa, América del
phagocytophilum  granulocitica humana Dermacentor, Amblyomma spp. Norte
Anaplasma Anaplasmosis bovina  Rhipicephalus, Hyalomma, Todos los continentes
marginale Dermacentor spp., dipteros
hematodfagos
Anaplasma Anaplasmosis bovina  Rhipicephalus, Haemaphysalis spp.  Africa, Asia, Europa
centrale
Anaplasma platys  Trombocitopenia Rhipicephalus spp. Todos los continentes
infecciosa ciclica
canina
Anaplasma bovis Enfermedad leve. Amblyomma, Rhipicephalus, Africa, América del Sur
Nofel (oreja) en Hyalomma spp. y del Norte, Asia,
Africa Europa
Anaplasma ovis Anaplasmosis ovinay Dermacentor, Haemaphysalis, Africa, América del
caprina Rhipicephalus, Ixodes spp. Norte, Asia, Europa

Anaplasma phagocytophilum parasita monocitos y granulocitos, principalmente
neutroéfilos, de una gran variedad de hospedadores incluyendo el humano, evadiendo
un mecanismo inmune multifactorial del hospedador, para lo cual la saliva de la
garrapata juega un papel importante tanto en la inhibicién de la inmunidad como en el
reclutamiento de granulocitos (Dumler y col., 2005; Chen y col., 2012; Stuen y col.,
2013). Por su parte, A. marginale parasita eritrocitos, lo cual resulta en una anemia

media a severa e ictericia en el ganado bovino (Kocan y col., 2010).

Las bacterias se transmiten de un estadio a otro en las garrapatas (transmisiéon
transestadial) y cuando una garrapata adquiere un patdégeno de un hospedador
infectado vy, sin haber completado su alimentacidn, se alimenta de otro hospedador no
infectado para completar su alimentacion, lo infecta (transmisidon intraestadial),
mientras que la transmisién transovarica no ha sido comprobada (Stitch y col., 1989;
Stuen y col.,, 2013). Por esta razén, un vertebrado que actie como reservorio es
necesario para mantener algunos ciclos endémicos de transmisién. Debido a la
transmisién transestadial y ausencia de transmisién transovdrica, las larvas de
garrapata se consideran libres de Anaplasma spp. A su vez, las garrapatas adultas, al
haber llevado a cabo una ingesta de sangre adicional, tendrian el doble de

probabilidad de adquirir la infeccion (Stuen y col., 2013).
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Las bacterias del género Ehrlichia proliferan en fagosomas de monocitos y
macrofagos de animales silvestres, domésticos y del humano, dando origen a
estructuras en el citoplasma conocidas como mdrulas (Olano, 2007). Dentro de los
fagosomas, pueden presentar dos morfologias: cuerpos elementales o células de

cuerpo denso y células reticuladas (Popov y col., 1998).

Las especies de mayor interés son Ehrlichia chaffeensis, causante de la
ehrlichiosis monocitica humana y Ehrlichia canis, agente causal de la ehrlichiosis
monocitica canina, esta ultima también detectada en humanos (Paddock y Childs,
2003; Perez y col.,, 2006). Hasta el momento, la transmisidon transovarica de estos
agentes en las garrapatas parece ser ineficiente (Parola y col., 2005b). Los principales
vectores de E. chaffeensis y E. canis en América son Amblyomma americanum y
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, respectivamente (Yabsley, 2010; Fourie y col.,
2013). La Tabla 2 muestra las especies del género Ehrlichia de interés médico y
veterinario que han sido reportadas en el mundo (Raoult y Parola, 2005; Allsopp y col.,

2010; Brites-Neto y col., 2015; Guillemi y col., 2019).

Tabla 2. Especies del género Ehrlichia de interés médico y veterinario, sus principales

vectores y distribucion.

Especie Enfermedad Vectores reconocidos o potenciales Distribucion
Ehrlichia Hidropericardio en Amblyomma spp. Africa
ruminantium rumiantes
Ehrlichia canis  Ehrlichiosis canina Grupo Rhipicephalus sanguineus, Todos los continentes
Dermacentor spp.

Ehrlichia Ehrlichiosis Amblyomma spp. América del Sur y del
chaffeensis monocitica humana Norte
Ehrlichia Ehrlichiosis Amblyomma, Dermacentor spp. América del Norte
ewingii granulocitica canina,

ehrlichiosis humana
Ehrlichia muris  Ehrlichiosis en Haemaphysalis, Ixodes spp. Asia

roedores
Ehrlichia Ehrlichiosis bovina Rhipicephalus microplus América del Sur y del
minasensis Norte

El género Rickettsia contiene la mayor cantidad de especies de interés médico

del orden Rickettsiales, las cuales son transmitidas por una gran variedad de
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artropodos vectores. De acuerdo a las enfermedades que generan, las rickettsias se
clasifican en dos grupos: grupo de las fiebres manchadas y grupo tifus. Rickettsia
canadensis y Rickettsia bellii no corresponden a ninguno de los dos grupos por lo que

se las considera de forma separada (Mehrej y col., 2009).

Las bacterias de este género tienen tropismo por las células endoteliales de
mamiferos. Debido a que estas células no son fagociticas especializadas, las rickettsias
han desarrollado mecanismos de adherencia a la superficie celular para el inicio del
proceso de invasion que involucra una familia de genes conocida como antigenos de
superficie celular (sca por sus siglas en inglés). Estas bacterias promueven el dafio a las
células endoteliales a través de la accién de leucocitos, la secrecidon de citoquinas
proinflamatorias, la expresion de adhesinas, entre otros, lo cual conduce a un aumento
de permeabilidad de los vasos sanguineos y linfaticos y al consecuente desequilibrio
hemostatico y fisiolédgico. Durante la infeccidn, las rickettsias pueden propagarse hacia
el higado, los pulmones, el cerebro y otros érganos, pudiendo provocar trastornos en

sus funciones y la muerte (Schroeder y col., 2016).

La Tabla 3 contiene las principales especies del género Rickettsia de interés
médico dado por su potencial para producir enfermedad o su deteccion en muestras
humanas o en especimenes de garrapatas que infestan humanos (Baxter, 1996;
McLeod y col., 2004; Parola y col., 2005; Paddock y col., 2006; Renvoisé y col., 2009;

Parola y col., 2013; Eremeeva y col., 2016; Karpathy y col., 2016; Shroeder y col., 2016).

Las bacterias del género Rickettsia se transmiten entre garrapatas por via
transovarica a la descendencia, transestadial de un estadio al siguiente y por
coalimentacion (garrapatas infectadas se alimentan de un hospedador en proximidad
de garrapatas no infectadas que, de esta forma, adquieren la infeccion). Esta situacion
implica que no es necesario un hospedador vertebrado para asegurar el
mantenimiento de las rickettsias en el medio, sino que las mismas pueden adaptarse a
ciclos de vida que involucren hospedadores vertebrados e invertebrados (Sahni y col.,
2013). Los humanos son considerados hospedadores terminales, ya que no son

esenciales para la realizacién del ciclo de vida de las rickettsias (Schroeder y col., 2016).
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Tabla 3. Clasificacién de especies del género Rickettsia de interés médico, sus principales vectores y distribucion.

Grupo Especie Enfermedad Vectores reconocidos o potenciales Distribucion
Tifus Rickettsia typhi Tifus murino Xenopsylla cheopi, Ctenocephalides felis Areas costeras de todo el mundo
(pulgas), Polyplax spinulosa (piojo)
Rickettsia prowazekii Tifus epidémico Pediculus humanus corporis (piojo) América del Sur, Central y del Norte,
Africa, Europa
Fiebres Rickettsia aeschlimannii Fiebre manchada Amblyomma, Rhipicephalus, Hyalomma, Africa, Asia, Europa, posiblemente
Manchadas Haemaphysalis spp. América del Sur

Rickettsia africae

Rickettsia akari
Rickettsia amblyommatis

Rickettsia asiatica
Rickettsia australis
Rickettsia conorii

Rickettsia felis

Rickettsia heilongjiangensis
Rickettsia helvética
Rickettsia honei

Rickettsia honei cepa marmionii
Rickettsia japonica

Rickettsia massiliae

Rickettsia monacensis

Fiebre africana por picadura de garrapatas

Viruela rickettsiosica
Fiebre manchada

Patogenicidad desconocida

Tifus de las garrapatas de Queensland

Fiebre manchada mediterranea, fiebre
manchada israeli, fiebre Astrakhan, tifus indio
transmitido por garrapatas

Fiebre manchada transmitida por pulgas
Fiebre manchada del Lejano Oriente

Fiebre aneruptiva

Fiebre manchada de la Isla Flinders

Fiebre manchada australiana
Fiebre manchada japonesa

Fiebre manchada

Fiebre manchada

Amblyoma, Rhipicephalus, Hyalomma spp.

Liponyssoides sanguineus (acaro)
Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus
spp.

Ixodes spp.

Ixodes spp.

Rhipicephalus, Haemaphysalis spp.

Ctenocephalides felis

Haemaphysalis, Dermacentor spp.

Ixodes spp.

Bothriocroton hydrosauri, Ixodes,
Haemaphysalis spp.

Haemaphysalis novaeguineae
Haemaphysalis, Ixodes, Dermacentor spp.
Rhipicephalus, Ixodes spp.

Ixodes spp.

Africa, América Central y del Norte,
Asia

Europa, América del Norte

América del Sur, Central y del Norte

Asia
Australia
Africa, Asia, Europa

Todos los continentes
Asia

Africa, Asia, Europa
Australia, Asia

Australia

Asia

América del Sur, Central y del Norte,
Africa, Asia, Europa

Africa, Europa

21



Tabla 3. Continuacion

Grupo Especie Enfermedad Vectores reconocidos o potenciales Distribucion
Fiebres Rickettsia montanensis Patogenicidad desconocida Dermacentor, Amblyomma spp. América Central y del Norte
manchadas Rickettsia parkeri Fiebre manchada Amblyomma spp., Dermacentor spp. América del Sur, Central y del Norte
Rickettsia parkeri cepa Atlantic Fiebre manchada Amblyomma, Rhipicephalus spp. América del Sur
rainforest
Rickettsia peacockii Patogenicidad desconocida Dermacentor spp. América Central y del Norte
Rickettsia raoultii SENLAT (Escara del cuero cabelludo y Dermacentor, Haemaphysalis spp., Africa, Asia, Europa
linfadenopatia del cuello luego de la picadura Amblyomma spp.
de garrapata)
Rickettsia rhipicephali Patogenicidad desconocida Rhipicephalus, Haempahysalis, Dermacentor ~ América del Sur, Central y del Norte,
spp. Africa, Asia
Rickettsia rickettsii Fiebre manchada de las Montafias Rocosas, Dermacentor, Rhipicephalus, Amblyomma América del Sur, Centrall y del Norte
Fiebre manchada brasilera spp.
Rickettsia sibirica Tifus de las garrapatas de Siberia, linfangitis Hyalomma, Dermacentor, Haemaphysalis Africa, Asia, Europa
asociada a rickettsia spp.
Rickettsia slovaca SENLAT Dermacentor spp. Africa, Asia, Europa
Rickettsia tamurae Sugestiva de fiebre manchada Amblyomma testudinarium Asia
"Candidatus Rickettsia andeanae" Patogenicidad desconocida Amblyomma, Ixodes spp. América del Sur, Central y del Norte
"Candidatus Rickettsia kellyi" Fiebre manchada Desconocido Asia
Sin Rickettsia bellii Patogenicidad desconocida Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, ~ América del Sur, Central y del Norte
clasificacién Ixodes, Argas, Ornithodoros spp.

Rickettsia canadensis

Patogenicidad desconocida

Haemaphysalis leporispalustris

América Central y del Norte
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1.4. Las garrapatas de Argentina y del norte de la provincia de Misiones
En Argentina han sido registradas hasta la actualidad 52 especies de garrapatas:

12 pertenecientes a la familia Argasidae (géneros Ornithodoros, Otobius y Argas) y 40 a
la familia Ixodidae (géneros Amblyomma, Haemaphysalis, Ixodes, Rhipicephalus y
Dermacentor) (Nava y col., 2017; Lamattina y col., 2018). Entre estas ultimas, el 45% de
las especies ha sido hallado parasitando humanos (18/40) y el 67,5% (27/40) ha sido

hallado parasitando animales domésticos (Nava y col., 2017).

La provincia argentina de Misiones es reconocida por su alta riqueza bioldgica.
Sin embargo, el conocimiento sobre la diversidad, ecologia e importancia sanitaria de
las garrapatas distribuidas en esta provincia es escaso, limitandose a registros someros
de distribucidon geografica y hospedadores (Boero 1957; Ivancovich y Luciani 1992;
Mastropaolo y col., 2004; Guglielmone y Nava 2005, 2006, Welschen y col., 2012;
Lamattina y col., 2014; Nava y col., 2017).

Los registros de garrapatas disponibles hasta el momento de comienzo de este
estudio para el norte de la provincia de Misiones eran: Amblyomma calcaratum sobre
Tamandua tetradactyla en lguazd, Amblyomma dubitatum sobre vegetacion en
Peninsula Andresito, Amblyomma incisum sobre vegetacién en Puerto Bemberg,
Amblyomma ovale sobre Leopardus pardalis en el Parque Nacional Iguazu (PNI), R.
sanguineus s.l. sobre perros en Eldorado y Amblyomma brasiliense sobre vegetacién
en Uruzd — Ruta Provincial N°19 (Boero y Delpietro, 1971; Mastropaolo y col., 2004;
Guglielmone y Mangold, 1984; Sinkoc y col., 1998; Nava y col., 2012; Welschen y col.,
2012). A su vez, en el ano 2014 se realizd la determinacién de garrapatas colectadas
sobre la vegetacion en el PNI, la reserva privada San Sebastian de la Selva y la reserva
privada y eco-lodge Surucu3, y de garrapatas colectadas sobre Cerdocyon thous, Puma
yagouaroundi, Procyon cancrivorus, Galictis cuja, Nasua nasua, Puma concolor,
Panthera onca, vacas y humanos en el PNI, el Parque Provincial Puerto Peninsula (PP),
la Ruta Nacional N°12 y el noreste de la provincia. Entre las garrapatas colectadas, se
hallaron especimenes de las especies Amblyomma coelebs, A. brasiliense, A.
dubitatum, A. incisum, A. ovale, Haemaphysalis juxtakochi y R. microplus, sumando

nuevos registros y hospedadores a la zona (Lamattina y col., 2014).
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1.5. Situacion de las rickettsiosis en Argentina y la region
Las especies de los géneros Ehrlichia y Anaplasma frecuentemente reportadas

en Argentina y la region son Anaplasma marginale, Anaplasma platys, Anaplasma
phagocytophilum, Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis. Anaplasma marginale ha sido
vastamente estudiada en la regidn, detectada por serologia y amplificacién de
fragmentos de genes por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en sangre de
bovinos con una distribuciéon similar a la de la garrapata R. microplus, aunque no
limitada a esta (Guglielmone, 1995; Torioni de Echaide y col., 1998; de la Fuente y col.,
2004; Kocan vy col., 2010; Zimmer y col., 2012). Anaplasma platys ha sido detectada
mediante PCR a partir de sangre de perro en los estados brasileros de Parand, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais y Sao Paulo; en los departamentos de Salto y Bella Unién
en Urugua; en la provincia argentina de Buenos Aires y Ciudad Auténoma de Buenos
Aires (Santos y col., 2009; Da Silva y col., 2012; Eiras y col., 2013; Lasta y col., 2013;
Costa-Junior y col., 2013; Cicuttin y col., 2014a; Cicuttin y col., 2014b; Carvalho y col.,
2017). Esta especie también fue identificada mediante PCR en especimenes de
garrapatas R. sanguineus s.l. en Salta y Corrientes (Oscherov y col., 2011; Cicuttin y
col., 2015). Anaplasma phagocytophilum fue reportada en sangre de perro en los
estados de Rio de Janeiro y Minas Gerais, Brasil, en sangre de aves rapaces y
carrofieras en Sao Paulo, Brasil, y en especimenes de R. sanguineus s.l. en la provincia
argentina de Corrientes (Oscherov y col., 2011; Machado y col., 2012; Santos y col.,

2013; Silveira y col., 2015).

Ehrlichia canis fue detectada en sangre de perro en los estados de Sao Paulo,
Parand, Santa Catarina y Minas Gerais, Brasil, y en la provincia argentina de Buenos
Aires; y en especimenes de R. sanguineus s.l. en la provincia de Formosa (Aguiar y col.,
2008; Santos y col., 2009; da Costa Vieira y col., 2011; Da Silva y col., 2012; Aguiar y
col., 2013; Eiras y col., 2013; Silveira y col., 2015; Cicuttin y col., 2015). En cuanto a E.
chaffeensis, la bacteria fue reportada en sangre de Blastocerus dichotomus en una
represa situada en los estados de Sao Paulo y Mato Grosso do Sul, Brasil, mientras que
variantes genéticas de la misma se reportaron en garrapatas Amblyomma parvum en
Santiago del Estero (Machado y col., 2006; Tomassone y col., 2008). Mas

recientemente, dos variantes de ehrlichias estrechamente relacionadas a E. chaffeensis
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fueron detectadas en A. tigrinum en las provincias de Cérdoba y San Luis, y
denominadas Ehrlichia sp. cepa Cérdoba y Ehrlichia sp. cepa San Luis, respectivamente
(Cicuttin y col., 2017). Por su parte, Ehrlichia sp. cepa San Luis también fue detectada
en A. parvum de la provincia de Santiago del Estero (Monje y col.,, 2018).
Posiblemente, por la ubicacidn geografica y el vector del hallazgo de Monje y col.
(2018), esta cepa corresponda a la ehrlichia relacionada a E. chaffeensis informada por
Tomassone (2008). Considerando el hecho de que diferentes variantes de Ehrlichia sp.
estrechamente relacionadas a cepas de bona fide E. chaffeensis de Estados Unidos
(Sacchi y col., 2012; Cicuttin y col., 2017; Monje y col., 2018) fueron detectadas en los
ultimos anos en Brasil y Argentina, se torna evidente la necesidad de analizar con un
enfoque filogenético y con marcadores moleculares polimdrficos y bien representados
si las variantes de Ehrlichia detectadas no solo en Argentina (Cicuttin y col., 2017;
Monje y col., 2018; Guillemi y col., 2019) sino también en Sudamérica corresponden a
bona fide E. chaffeensis o variantes endémicas de Sudamérica con caracteristicas

epidemioldgicas potencialmente diferentes.

Por otro lado, se reportaron pacientes con anticuerpos contra E. chaffeensis en
Palma Sola, Jujuy, Argentina y en Fuiz de Jora, Minas Gerais, Brasil (Ripoll y col., 1999;
da Costa y col., 2006). No obstante, debido a que el Unico vector comprobado de esta
bacteria se encuentra en Norteamérica y al potencial de distintas ehrlichias
antigénicamente relacionadas para inducir anticuerpos que reaccionan de forma
cruzada en pruebas seroldgicas, estos registros basados Unicamente en evidencia

seroldgica deben interpretarse cuidadosamente.

Las especies de Rickettsia detectadas en Argentina hasta el presente son
Rickettsia bellii en Amblyomma sculptum, A. ovale y H. juxtakochi en Formosa y Chaco,
en Amblyomma tigrinum en Santiago del Estero y en Amblyomma neumanni en
Cérdoba; Rickettsia parkeri sensu stricto en Amblyomma triste en Formosa y Buenos
Aires y en A. tigrinum en Cérdoba; Rickettsia amblyommatis en A. neumanni en
Santiago del Estero, Salta, Tucuman, Jujuy y Cérdoba, en Amblyomma hadanii en Salta
y Jujuy y en Amblyomma tonelliae en Jujuy; “Candidatus Rickettsia andeanae” en A.
parvum en Cérdoba y Santiago del Estero y en A. tigrinum en Tucuman; Rickettsia

massiliae en R. sanguineus s.l. en Ciudad Auténoma de Buenos Aires; Rickettsia sp.
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cepa El Tunal en A. tonelliae en Salta (Labruna y col.,, 2007a; Nava y col., 2008;
Tomassone y col., 2010; Cicuttin y col., 2014a; Romer y col., 2014; Saracho-Bottero y
col., 2015; Tarragona y col., 2015; Mastropaolo y col., 2016; Sebastian y col., 2017;
Monje y col., 2018, Saracho-Bottero y col., 2018).

Rickettsia bellii y R. amblyommatis no han sido asociadas a enfermedad en
humanos ni animales, por lo que su patogenicidad es desconocida. La elevada tasa de
infeccidn con estos agentes rickettsiales hallada en garrapatas del género Amblyomma
ha conducido a algunos autores a sugerir una posible coevolucidn simbidtica de estas

especies (Labrunay col., 2004a).

En Argentina se notificaron casos fatales de rickettsiosis transmitida por
garrapatas causados por R. rickettsii en el noroeste de la provincia de Jujuy (Paddock y
col., 2008). Por otro lado, se han notificado casos no fatales de enfermedad humana
por infeccidn con Rickettsia parkeri sensu stricto principalmente en la regién del Delta
Parand (este de Argentina); sin embargo, algunos casos han sido reportados en
pacientes de las provincias de Cérdoba y La Rioja (Romer y col., 2011; 2014). El dUnico
caso humano de infeccidon por R. massiliae de Argentina se notificd en un paciente
proveniente de Buenos Aires (este de Argentina) y fue diagnosticado en Espana

(Garcia-Garcia y col., 2010).

Las rickettsiosis humanas transmitidas por garrapatas asociadas con la infeccién
con un agente del grupo de las fiebres manchadas, descrito como Rickettsia sp. cepa
Atlantic rainforest, se informaron en Brasil (Spolidorio y col., 2010; Silva y col., 2011;
Krawczak y col., 2016a). Recientemente, esta cepa estrechamente relacionada con
Rickettsia africae, R. parkeri s.s. y Rickettsia sibirica, se clasific6 como una cepa de R.
parkeri, y actualmente se denomina R. parkeri cepa Atlantic rainforest. Esta cepa
forma un grupo con R. parkeri s.s., R. parkeri cepa NOD y R. parkeri cepa Parvitarsum
(Nieri-Bastos y col., 2018). En Brasil, el agente causé una enfermedad febril aguda
aungue no se registraron casos fatales (Spolidorio y col., 2010; Silva y col., 2011;
Krawczak y col., 2016a), y el vector involucrado en su transmisién fue la garrapata A.
ovale, una especie que pica a los humanos regularmente (Guglielmone y col., 2006;

Szabd vy col., 2013; Barbieri y col., 2014; Krawczak y col., 2016b). Aunque se han
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encontrado especimenes de Amblyomma aureolatum y R. sanguineus s.l. infectados
con R. parkeri cepa Atlantic rainforest, aun no se ha establecido su competencia como
vectores; pero dado que A. gureolatum es una garrapata antropofilica reconocida,
podria ser un vector alternativo para esta cepa (Medeiros y col., 2011; Barbieri y col.,
2014). También se han hallado garrapatas A. ovale infectadas con R. parkeri cepa
Atlantic rainforest en Colombia, Belice y posiblemente Nicaragua (confundida con R.

africae) (Londofio y col., 2014; Lopes y col., 2016; Vogel y col., 2018).

Existe un solo registro de hallazgo de R. parkeri cepa Atlantic rainforest para
Argentina (Monje y col., 2015), pero la especie de garrapata (A. dubitatum) y el area
ecolégica (margen del rio Parand, ecoregion del Chaco hiumedo) donde esta rickettsia
fue detectada, no esta relacionada con las condiciones epidemioldgicas descritas en
Brasil donde se informaron casos de enfermedad humana por esta cepa (Szabd y col.,
2013; Barbieri y col., 2014; Krawczak y col., 2016b). Por otro lado, la provincia de
Misiones en el noreste de Argentina, que contiene los remanentes mas extensos de
selva atlantica en el pais, presenta caracteristicas ecoldgicas similares a las descritas
para la cepa de R. parkeri en el area endémica de la selva atlantica del sur de Brasil.
Ademas, la provincia de Misiones comparte limites fronterizos con los estados
brasileros de Parana, Santa Catarina y Rio Grande do Sul, donde esta rickettsia se ha
encontrado infectando garrapatas A. ovale (Barbieri y col., 2014; Krawczak y col.,

2016b; Nieri-Bastos y col., 2016).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue estudiar aspectos ecoldgicos (riqueza
especifica, diversidad, hospedadores, preferencias ambientales, dinamica estacional) y
epidemioldgicos (especies y estadios parasitos de animales silvestres, domésticos y
humanos, tasas de infeccién con microorganismos patogenos) de las garrapatas en
distintas unidades ambientales del norte de Misiones, para recabar informacion basica
que conduzca a la generacién de hipdtesis eco-epidemioldgicas a constatar en una

etapa posterior.
Los objetivos especificos fueron los siguientes:

1) Determinar las especies de garrapatas presentes en distintos ambientes del

norte de Misiones.

2) Describir la riqueza especifica, diversidad y distribucién estacional de la

comunidad de garrapatas hallada en el norte de Misiones.

3) Determinar los hospedadores de los estadios adultos e inmaduros de las

garrapatas establecidas en el norte de Misiones.

4) Determinar la tasa de infeccion con bacterias de los géneros Anaplasma,
Ehrlichia y Rickettsia en las distintas especies de garrapatas halladas en el norte de

Misiones.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio
La provincia de Misiones, en Argentina, alberga fragmentos de selva

Paranaense, la ecorregion mas extensa y biodiversa con el mayor numero de
endemismos del complejo de la ecorregion del Bosque Atlantico (Burkart y col., 1999;
Placi y Di Bitetti, 2005). La Provincia Biogeografica de la Selva Paranaense comprende
el sudeste de Brasil, el noreste de Argentina y el este de Paraguay y estd incluida
dentro de la subregion Parana de la regidon Neotropical (Morrone, 2006). Ademas, esta
region en Argentina posee una fuerte actividad turistica gracias a la variedad de areas
protegidas nacionales, provinciales, municipales y privadas. El PNI, ubicado en el norte
de la provincia de Misiones, contiene uno de los remanentes mas extensos y
biodiversos de la Mata Atlantica (Placi y Di Bitetti, 2005). EI PNI recibe hasta un millén
y medio de turistas por afo, y sus bordes contactan directamente con paisajes

agricolas-ganaderos.

La intensificacidn y expansion de la actividad agricola-ganadera en los ultimos
50 aios dio lugar a grandes variaciones en las caracteristicas ambientales de la regién
(Placi y Di Bitetti, 2005). Actualmente, el norte de la provincia de Misiones alberga mas
de 70 areas protegidas nacionales, provinciales y municipales, que preservan extensos
fragmentos de selva subtropical semi-decidua, y los limites establecidos que
circunscriben estas dreas por lo general se encuentran en contacto directo con
territorios destinados a la explotacién agricola-ganadera, sin contar con zonas que
funcionen como un tampdn para la transicion entre ambos ambientes. Esto determina

una alta tasa de contacto entre animales domésticos y silvestres y humanos.

En relacion con lo antedicho, existen gradientes de areas de selva protegidas
hacia asentamientos urbanos que integran localidades de entre 225 (Cabure-i) y

41.000 habitantes (Puerto Iguazu) (Censo IPEC, 2010).

Varias especies de garrapatas se encuentran establecidas en el norte de la
provincia de Misiones (Lamattina y col., 2014, Nava y col., 2017), pero su ecologia es

poco comprendida.
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3.2. Colecta de muestras

3.2.1. Colecta de garrapatas sobre la vegetacion
El estudio se realizd en el norte de la provincia de Misiones, donde se

identificaron tres habitats con diferentes caracteristicas: a) ambientes de selva
naturales; b) agroecosistemas con parches de selva adyacentes; c) areas verdes en
ambientes urbanos (Figura 5). Las garrapatas ixddidas pueden encontrarse dispersas
en el terreno pero suelen concentrarse en los senderos donde circulan activamente los
animales y en los sitios donde los animales se detienen a comer o a dormir, donde su

abundancia es mayor (Estrada-Pefia y col., 2013).

Figura 5. Deslizamiento de pafio de tela
para colecta de garrapatas sobre la
vegetacidn en tres ambientes del norte
de la provincia de Misiones. a)
Ambiente de selva. b) Agroecosistema.

c) Ambiente urbano.

Las garrapatas de vida libre se colectaron mensualmente sobre la vegetacion

desde septiembre de 2014 hasta agosto de 2016, en los siguientes ambientes:
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a)

b)

Ambiente de Selva Natural: se seleccionaron cuatro sitios correspondientes a
ambientes de selva primaria en areas protegidas del departamento Iguazu, en
la provincia de Misiones. Tres de ellos se ubicaron en el PNI (25°41'S, 54°27'0) y
fueron denominados Sendero Macuco (Macuco), ex-camping Nandu (Nandu) y
Destacamento de Guardaparques Apepu (Apepu), mientras que el cuarto se
ubicé en el PP (25°43'S, 54°32'0) (Figura 6). En cada sitio, tres senderos activos
de animales fueron recorridos una vez al mes durante una hora cada uno,
deslizando un pafio blanco de 1x1,5 m sobre la vegetacién, en busca de
garrapatas en su etapa de vida libre. El pafio se revisé cada 10 metros y se
colectaron las garrapatas adheridas al mismo.

Agroecosistemas: se seleccionaron cuatro sitios con sistemas de cria de ganado
silvopastoril. Tres de ellos se localizaron en el noreste de la provincia, en el
departamento de General Belgrano, y fueron denominados Jacobo (25°44'2"S,
53°57'21"0), Otto (25°42'54"S, 54° 2'47"0) y Werle (25°34'30"S, 54° 9'27"0),
mientras que el cuarto se ubicé en la zona rural de la ciudad de Puerto Iguazu
(25°39'42"S, 54°33'31"0), en el noroeste de la provincia de Misiones (Figura 6).
En cada sitio se deslizé el pafio de tela sobre la vegetacidn en parcelas de
20.000m” durante 30 minutos una vez al mes.

Ambiente urbano: se seleccionaron cuatro sitios sin viviendas en zonas verdes
de la ciudad de Puerto lguazu. Tres de ellos contenian pequenas parcelas de
bosque nativo, mientras que el cuarto correspondia a un pastizal sin parches de
bosque (Figura 6). En cada sitio, extensiones de 5.000 m? fueron muestreadas
una vez al mes durante 30 minutos, deslizando el pafio de tela sobre la

vegetacion.

Las diferencias en los tiempos de muestreo entre los distintos ambientes

reflejaron las diferencias en la configuracion del terreno y las areas disponibles para la
colecta de muestras, estimandose distancias recorridas similares en los tres ambientes.
La diferencia entre las superficies muestreadas de los sitios urbanos y agroecosistemas
se basoé en la existencia de rastros de animales en entornos rurales que determinaron

el recorrido de distancias mayores en 30 minutos, mientras que en los entornos
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urbanos se deslizaron los pafios de tela en practicamente toda el drea durante 30

minutos debido a la falta de senderos visibles de animales.

0 500 1.000
mm Km

Figura 6. Sitios de colecta de garrapatas de vida libre en el norte de la provincia de

Misiones.

3.2.2. Colecta de garrapatas y muestras de tejidos sobre hospedadores
Se realizaron seis campafias de captura de animales silvestres en febrero, junio,

agosto y diciembre de 2015 y febrero y junio de 2016.

En cada sesidon de captura se colocaron 150 trampas de captura viva tipo
Sherman (24x9x8cm) en PP, dispuestas en tres transectas de 50 trampas con una
separacion de al menos 200m entre transectas y 2m entre trampas, y cebadas con

alimento balanceado y manteca para la captura de roedores sigmodontinos.

En el PNI, las aves fueron colectadas mediante el uso de 12 redes de niebla (4 x
9Im. y 6 x 12m.), siguiendo protocolos garantizando el bienestar general de las aves y

de acuerdo a las normativas internacionales vigentes (Fair y col., 2010). Las redes de
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niebla fueron activadas desde el amanecer hasta el atardecer, evitando activarlas
durante horarios donde la temperatura ambiente fuese demasiado elevada, y fueron
recorridas y controladas cada 15 minutos para evitar el estrés en las aves colectadas. El
transporte de los animales de la red al lugar de sangrado se realiz6 mediante bolsas de
tela de hilo de algoddn que permiten la respiracién apropiada de los individuos y
disminuyen el estrés por captura. Las aves fueron sangradas de la vena yugular
(mayoria de las especies) o vena braquial (colimbidos), se examinaron con pinzas de
punta roma en procura de garrapatas y se determinaron a nivel especifico, y luego

fueron liberadas.

Para la colecta de pequefios y medianos roedores, se distribuyeron 50 trampas
de captura viva tipo jaula (40x15x15cm) en el PNI, colocadas en cinco transectas de 10
trampas con una separacion de al menos 50m entre transectas y 2m entre trampas,

cebadas con trozos de zanahoria y extracto de vainilla.

Las transectas y estaciones de muestreo permanecieron activadas durante 72
horas en cada sesidon de muestreo, siendo revisadas cada doce horas. El procesamiento
en el campo de los roedores cricétidos se realizé siguiendo el protocolo de
bioseguridad descrito por Mills y col. (1995). Una vez capturados, estos roedores
fueron sedados mediante la inhalacién de una dosis baja de éter sulfurico, se tomé su
peso con una balanza electrénica OHAUS Traveler® con precision de 0,1 g, y se extrajo
rapidamente una muestra de sangre mediante puncidn cardiaca con jeringa de 1 mly
aguja 22G. Las muestras de sangre se colocaron en tubos con 20 ul de EDTA vy se
conservaron a -18°C. Los roedores se sacrificaron mediante dislocaciéon cervical, se
midieron su largo total, largo de cola, largo de pata posterior derecha y oreja, y se
revisaron exhaustivamente en procura de garrapatas (Figura 7). Luego, se realizd la
necropsia y se tomaron muestras de bazo e higado, las cuales se colocaron en tubos
con etanol 96° que se almacenaron a -18°C. Finalmente, los roedores fueron
depositados individualmente en bolsas de nylon con alcohol 96% y transportados al
laboratorio para examinarlos bajo lupa binocular para una busqueda mas exhaustiva
de garrapatas. La determinacién taxondmica de los roedores se realizé con la

colaboracién de especialistas en sistematica de dichos mamiferos.
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Figura 7. Procesamiento de roedores capturados en el Parque Provincial Puerto

Peninsula, Misiones.

Para la captura de marsupiales y otros mamiferos medianos, entre ellos
especimenes de N. nasua y D. aurita, se colocaron 14 trampas tipo Tomahawk
(60x30x30cm) separadas entre si por al menos 10m en distintos sitios con areas totales
de hasta 30.000m?, cebadas con pescado (atun) y frutos sin semillas y trozados (Figura

8).

Figura 8. Trampas tipo Tomahawk utilizadas para
la captura de mamiferos medianos en el Parque

Nacional Iguazu
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Al mismo tiempo, capturas con trampas tipo Tomahawk en el PNI se realizaron
en sitios con impacto turistico variable. Las 14 trampas tipo Tomahawk fueron cebadas
con rodajas de naranja sin semillas y banana y atun enlatado para capturar
especimenes de mamiferos medianos, especialmente D. aurita, y se colocaron en dos
areas del PNI llamadas Centro de Investigaciones Ecoldgicas Subtropicales (CIES;
25°40'42"S, 54°26'57"0) y Apepu (25°33'53"S, 54°17'44"0). Estas mismas trampas
cebadas con rodajas de banana se utilizaron para interceptar grupos de N. nasua en
cinco sitios diferentes del PNI: Estacion Cataratas (25°41'2"S, 54°26'55"0), Dos
Hermanas (25°41'1S, 54°26'43"0), CIES, Garganta (25°42'4"S, 54°26'40"0) y Viejo Hotel
(25°40'55"S, 54°26'47"0). Las estaciones Cataratas, Dos Hermanas y Viejo Hotel son
lugares de gran impacto turistico, donde el movimiento de personas y vehiculos es
permanente, mientras que CIES, Garganta y Apepu fueron considerados sitios de
menor impacto turistico, ya que se reportd una menor presencia de turistas y
vehiculos, y son adyacentes a dreas sin acceso a personas no autorizadas. Para el caso
de N. nasua, la campaiia de febrero de 2016 no pudo llevarse a cabo y en su lugar, se
realizdé una campaiia de captura mas en junio de 2017. Los andlisis estadisticos de las
distribuciones espaciales y temporales de garrapatas se realizaron sin considerar esta

ultima campana de captura de coaties.

Los especimenes de N. nasua capturados se sedaron con una dosis
intramuscular de 10-15 mg/kg de ketamina 5% y 1-2 mg/kg de xilazina 2%, mientras
que dosis de 20-25 mg/kg de ketamina 5% y 10 mg/kg de xilazina 2% se utilizaron para
sedar a los individuos de D. aurita (West y col., 2007). Todos los animales capturados
se pesaron, se midieron y se examinaron exhaustivamente en procura de garrapatas, y
se les extrajo una muestra de sangre de no mas de 3 ml con aguja 21G de la vena
lateral de la cola (Figura 9). Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos con 50

pl de EDTA y conservadas a -18°C.
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Figura 9. Procesamiento de mamiferos medianos capturados en el Parque Nacional

Iguazu, Misiones.

Las especies de aves fueron determinadas segin Narosky e Yzurieta (2003) y su
nomenclatura se modificd segun Clements y col. (2016). Los pequefios roedores
(Rodentina: Cricetidae) y comadrejas (Didelphimorphia: Didelphidae) fueron
determinados por el Dr. Pablo Teta (Museo Argentino de Ciencias Naturales
"Bernardino Rivadavia") y otros mamiferos capturados fueron determinados siguiendo

a Canevari y Vaccaro (2007).

Ademas, una vez al mes, desde septiembre de 2014 hasta agosto de 2016, se
seleccionaron al azar cinco perros y diez bovinos en los agroecosistemas y cinco perros
en las areas urbanas, los cuales fueron examinados cuidadosamente en busca de

garrapatas adheridas (Figura 10).

Figura 10. Revisacion de bovinos y perros en agroecosistemas del norte de Misiones.
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Las sesiones de muestreo de septiembre de 2015 y marzo y julio de 2016 no
pudieron realizarse debido a condiciones meteoroldgicas adversas y dafos al vehiculo
destinado a este fin. Sin embargo, el gran volumen de datos recogidos durante las 21

sesiones de muestreo realizadas ha sido suficiente para la realizacidn de este estudio.

Ocasionalmente se colectaron garrapatas sobre animales atropellados en las
rutas que atraviesan las dreas protegidas y se recibieron garrapatas donadas por
investigadores y guardaparques inmediatamente después de realizar jornadas de
trabajo en dreas protegidas. Estas garrapatas se incluyeron en los analisis de diversidad
de especies y el analisis de la distribucion temporal de los distintos estadios y especies,
ya que no considerar su presencia en estos especimenes podria haber resultado en
una subestimacion de la diversidad de especies. Sin embargo, no fueron tenidos en
cuenta para confeccionar los modelos de parasitismo en mamiferos medianos, ya que,
al trabajar con abundancias de garrapatas, podrian haber conducido a errores por la
posibilidad de conteos mds bajos en animales muertos cuyas garrapatas tienden a

desprenderse luego de determinado periodo de tiempo.

A las garrapatas A. ovale colectadas durante los dos afos de muestreo se
adicionaron especimenes de la misma especie colectados en afios anteriores mediante
otros proyectos de investigacion para la deteccidon de bacterias patdgenas. Se
analizaron de esta forma garrapatas de esta especie colectadas desde 2010 hasta 2017
en varios puntos de la provincia de Misiones. Los sitios de colecta incluyeron el PNI, PP,
los Parques Provinciales Urugua-i (25°52'S, 54°11'0), Pifialito (26°29'S, 53°48'0), Cruce
Caballero (26°27'S, 53°58'0) y Mocona (27°9'S, 53°54'W), y areas rurales de las
ciudades de Puerto Iguazu (25°39'37"S, 54°33'30"W), Andresito (25°44'2"S,
53°57'21"W), Libertad (25°56'38"S, 54°32'37"W) y Montecarlo (26°34'7"S,
54°47'54"W) (Figura 11).

Todas las actividades desarrolladas para este trabajo fueron aprobadas por el
Comité Asesor de Etica y Seguridad (CAES) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional del Litoral (Cédigo de aprobacion: 194/14).
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Figura 11. Sitios de colecta de garrapatas Amblyomma ovale mediante proyectos de

investigacion en el norte de Misiones.

3.3. Determinacion taxondémica de garrapatas
Las garrapatas colectadas se colocaron en tubos con etanol 96°, los cuales se

depositaron en el Instituto Nacional de Medicina Tropical en la ciudad de Puerto
lguazd a una temperatura de -18°C. Los especimenes fueron determinados
considerando sus caracteres morfoldgicos, segun Barros-Battesti y col. (2006), Barbieri
y col. (2008), Martins y col. (2014) y Nava y col. (2017), y por comparacién con material
de laboratorio conocido, depositado en la coleccion de garrapatas del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Estacién Experimental Agropecuaria Rafaela
(INTA EEA Rafaela), Argentina. Para la observacion de los especimenes se utilizé
invariablemente una lupa binocular Zeiss Stemi DV4® con aumento de 8X a 32X, con el
agregado de un ocular milimétrico. Dicho ocular fue necesario para realizar las
mediciones de los escudos de las ninfas de A. brasiliense y A. incisum, ya que las
mismas presentan caracteres morfolégicos extremadamente similares, variando su
morfologia principalmente en la longitud de sus escudos, los cuales son menores a
0,75mm en A. brasiliense y mayores a 0,75mm en A. incisum (Martins y col., 2014)

(Figura 12).
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Figura 12. Diferencia de longitud de los escudos en ninfas a) Amblyomma brasiliense:

longitud del escudo menor a 0,75mm y b) Amblyomma incisum: longitud del escudo

mayor a 0,75mm.

La confirmacion de las determinaciones de especimenes particulares se realizé
mediante amplificacion por PCR. En este sentido, la determinacion taxondémica de
especimenes representativos de R. sanguineus s.l. y de las larvas de A. brasiliense, A.
coelebs y A. incisum, cuyos caracteres morfolégicos son similares, se confirmé
mediante el andlisis de secuencias de un fragmento de 410 pb del gen mitocondrial
16S rRNA, el cual es usado extensivamente para la determinacién a nivel especifico en
las garrapatas de la familia Ixodidae (Estrada Pefia y col., 2005; Labruna y col., 2007b;
Nava y col.,, 2009a; 2010). Las secuencias se obtuvieron a partir de especimenes

representativos, utilizando el siguiente protocolo de PCR:

" un ciclo de desnaturalizacidn inicial del ADN durante 1 min a 94°C

= un ciclo con desnaturalizacion a 94°C por 45 seg, hibridacién a 47 °C por 45 seg y
polimerizacién a 72°C durante 45 seg

= seis ciclos con un incremento sucesivo de la temperatura de hibridacion de 0,3°C
en el ciclo siguiente

= 28 ciclos con desnaturalizacién a 94°C por 45 seg, hibridacién a 50°C por 45 seg y

polimerizacién a 72°C durante 45 seg
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= un ciclo de polimerizacion final de 7 min a 72°C.

La reaccion se llevd a cabo con la enzima Tag DNA Polymerase (Promega®) y se
utilizaron los cebadores: forward, 5'-CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG-3" (16S +
1); reverse, 5'-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT- 3" (16S — 1) (Mangold y col., 1998). Los
productos de PCR se purificaron con Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®), y la secuenciacién se realizé en la Unidad de Gendmica del Instituto de
Biotecnologia del INTA Castelar. Las secuencias obtenidas se alinearon con BIOEDIT
SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall, 1999) utilizando el algoritmo CLUSTAL W
(Thompson y col., 1994) y se compararon entre si y con aquellas depositadas en
GenBank usando el programa MEGA version 5.0 (Tamura y col., 2011). Para el analisis
de las diferencias en la composicién de nucledtidos, se excluyeron las posiciones con
“gaps” entre los pares de secuencias y se construyd una matriz de divergencia con el
modelo de Tamura-Nei. Se analizaron las relaciones evolutivas empleando el método
de Maximun Likelihood con el programa MEGA 5.0 (Tamura y col., 2011), con un

muestreo repetitivo (bootstrap test) de 1000 repeticiones.

Finalmente, se determinaron diferencias morfoldgicas entre las larvas de las

tres especies mencionadas, consistentes en el grosor de las espinas de la coxa | en

orden creciente de A. coelebs, A. brasiliense y A. incisum (Figura 13).

Figura 13. Comparacién del grosor en orden creciente de las espinas de la coxa |
(flecha) en larvas a) Amblyomma coelebs, b) Amblyomma brasiliense y c) Amblyomma

incisum.
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3.4. Analisis estadisticos
Se analizaron en forma separada la distribucidon espacial y temporal de las

garrapatas colectadas sobre la vegetacion y sobre hospedadores, y particularmente los
factores asociados a los patrones de parasitismo hallados sobre las dos especies de
mamiferos medianos con mayor tasa de captura y mayores prevalencias de infestacion

con garrapatas (D. aurita y N. nasua).

3.4.1. Caracterizacion espacial de la comunidad de garrapatas
Utilizando la plataforma iNEXT que utiliza el software R en linea (Chao y col.,

2016), basada en las curvas de rarefaccidn y extrapolacién con nimeros de Hill para
g=0 (determinacidn utilizada para analizar la riqueza de especies) (Chao y col., 2014),
se obtuvo la estimacion de cobertura del conjunto de datos de cada ambiente, con el
fin de evaluar la completitud de las muestras y asi comparar la diversidad de especies

en muestras igualmente completas a pesar de tener diferentes tamafios muestrales.

Se utilizo la plataforma en linea SpadeR (Chao vy col., 2015), la cual representa
una interfaz amigable que utiliza el software R para la realizacion de calculos
estadisticos, con el fin de obtener el estimador de riqueza Chaol (Chao 1984, Chao y

Chiu 2016) para los ensambles de garrapatas hallados en cada ambiente:

n— 1> (fl(fl - 1))

Chaol = S (
wl =7 )25+

Donde, para cada ensamble de garrapatas, S es el numero total de especies
observadas, n es el nimero total de muestras de garrapatas recogidas, f1 es el nimero
de singletons (especies con un solo espécimen colectado) y f2 es el niumero de
doubletons (especies con solo dos ejemplares colectados). De esta manera, se calculé
de forma robusta el nimero especies esperado mediante un muestreo mas
exhaustivo, teniendo en cuenta las especies raras (con pocos individuos colectados)

para estimar el nimero de especies no detectadas.

Con el fin de evaluar la incertidumbre para predecir a qué especie perteneceria

un individuo elegido al azar de cada uno de los ensambles de garrapatas, se calculé el
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indice de Shannon-Wiener, que tiene en cuenta la abundancia relativa de todas las

especies encontradas en cada ambiente:
H.'=- Zpie* In Pie

Donde H.’es el indice de entropia de Shannon de cada ensamble de garrapatas e, y pie

es la abundancia relativa de la especie i en el ensamble e.

Para evaluar la diversidad beta o disimilitud entre ambientes, se utilizd SpadeR
para calcular medidas de similitud entre multiples comunidades con el indice de Horn.
Las comparaciones entre los datos de cada ensamble se hicieron seleccionando g=1
para incorporar el nUmero de garrapatas de las distintas especies al analisis, sin

enfocarse en especies dominantes, con un bootstrap de 1000 repeticiones.

3.4.2. Variaciéon temporal de la comunidad de garrapatas
Se comparé la abundancia de cada especie y estadio de garrapatas colectadas

sobre la vegetacién en cada tipo de ambiente entre los dos afios de muestreo, entre
las estaciones climdticas y entre los meses de colecta. Se utilizé la prueba no
paramétrica de Mann-Withney-Wilcoxon para comparar entre el primer y segundo
afo, y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar entre las estaciones y los meses. Las
mismas pruebas se utilizaron para comparar el nimero de garrapatas en su etapa de
vida parasitaria (incluyendo los hospedadores humanos), y en este caso también se
calculé la abundancia media y su distribucion temporal en las especies de garrapatas
mas abundantes encontradas sobre las especies hospedadoras con mayor nimero de

individuos revisados.

3.4.3. Modelos de parasitismo en mamiferos medianos
La media, la prevalencia y los intervalos de confianza, con un remuestreo

(bootstrap) de 2000 repeticiones, se calcularon utilizando el software estadistico QP3.0
(Reiczigel y Rdzsa, 2005) para cada especie y estadio de garrapata colectada sobre

mamiferos medianos.

Para la descripcidon de la asociacidn entre las garrapatas colectadas y sus

hospedadores, se construyeron modelos lineales generalizados (GLM) para analizar los
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datos, utilizando el paquete MASS (Venables y Ripley, 2002) sobre la plataforma de R
3.4.1 (R Core Team, 2017). Con el objetivo de obtener resultados con mayor confianza
y verosimilitud en relacién al nimero de variables analizadas, se consideraron las
especies de garrapatas con mayores prevalencias sobre las dos especies de mamiferos
con mayor tasa de captura para la construccién de modelos. Se consideraron dos
grupos de variables: |) Variables asociadas al hospedador: sexo, edad (especimenes de
3 a 12 meses de edad se consideraron juveniles/especimenes mayores a 12 meses de
edad se consideraron adultos) y peso (kg) para N. nasua y sexo y peso para D. aurita
(todos los especimenes capturados fueron adultos); 1) Variables asociadas a factores
externos: estacion (invierno/primavera/verano/otofio) y sitio de captura determinado
por el grado de perturbacion antrdpica (Alto disturbio: Estacién Cataratas/Dos
Hermanas/Viejo Hotel, Bajo disturbio: CIES/Garganta/Apepu). Posibles correlaciones
entre variables explicatorias fueron testeadas para evaluar su inclusion en el analisis

estadistico.

Se calcularon los parametros de dispersion de los modelos globales y se
evaluaron los factores de inflacion de la varianza (VIF) de las variables de los modelos
iniciales con el paquete car (Fox y Weisberg, 2011) para confirmar su permanencia en
los modelos antes de comenzar el andlisis. La seleccion de los modelos se realizé
mediante una simplificacién paso a paso de los términos utilizando el Criterio de
Informacién de Akaike ajustado para muestras pequefias (AlCc), utilizando el paquete
MuMin para R (Barton, 2016). Las variables que no causaron una reduccion de al

menos dos unidades del AlCc del modelo se eliminaron (Burnham y Anderson, 2002).

Finalmente, se utilizaron contrastes de Tukey para realizar comparaciones
multiples entre los diferentes niveles de las variables categéricas que fueron

significativas en los modelos finales.

3.5. Deteccion de agentes Rickettsiales en garrapatas y tejidos de los
hospedadores
Las garrapatas seleccionadas para la deteccion de bacterias de los géneros

Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia fueron acondicionadas para su procesamiento. Se
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lavaron todos los especimenes individualmente con una solucion tamponada para
eliminar el exceso de etanol, antes de introducirlos en los tubos para la extracciéon de
ADN. Dentro de los tubos, las garrapatas fueron escindidas con hojas de bisturi

estériles y/o trituradas mediante tips sellados y autoclavados.

Las muestras de sangre de mamiferos medianos y roedores sigmodontinos
fueron descongeladas minutos antes de su procesamiento y 200 pl fueron utilizados
para la extraccion de ADN. Trozos de no mds de 5 mm (25-50 mg) de drganos de
roedores sigmodontinos (bazo e higado) fueron seccionados con hojas de bisturi
estériles antes de colocarlos en los tubos y se los dejé secar durante una hora para

evaporar el etanol.

3.5.1. Extraccion de ADN
El ADN de las garrapatas fue extraido mediante digestion proteolitica con la

enzima proteinasa K, colocando cada espécimen o pool de dos a siete especimenes de

la misma especie y estadio en una solucién formada por:

e 340 ul de una solucion preparada con TRIS (10 mM a pH 8), EDTA (100 mM) y
NaCl (100 mM)
e 40 ul de SDS (sodio-dodecil fosfato) al 20 %

e 20 pl de proteinasa K, 500 pug/ml (Invitrogen®).

Las muestras permanecieron en contacto con la soluciéon durante un tiempo
minimo de tres horas a 55°C y 350 rpm. Luego se agregaron 400 pl de solucién de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico para desnaturalizar y precipitar las proteinas.
Después de una centrifugacién de cinco minutos a 14.000 rpm a temperatura
ambiente (27°C aproximadamente), se trasvasd el sobrenadante a otro tubo. La
precipitacion del ADN se realizé con etanol absoluto, reposando a -18°C durante un
minimo de cuatro horas. Finalmente se vacié el contenido de etanol de los tubos y el
ADN extraido se reconstituyé en una solucién amortiguadora TE (TRIS 10nM a pH 7,6;

EDTA 0,1 mM).
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El ADN de muestras de sangre y organos de mamiferos fue extraido utilizando
kits de extraccion de ADN High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche®). Se
adicionaron 40ul de proteinasa Ky 200 ul de Binding Buffer (Roche®) a cada muestra
de sangre, se homogeneizé y se incubd en bafio seco a 70°C durante 10 minutos. Las
muestras de érganos de roedores se incubaron con 40ul de proteinasa K y 200ul de
Buffer Lisis Tissue (Roche®) a 55°C durante por lo menos una hora. Luego, se
trasvasaron las muestras a las columnas de extraccién y se centrifugaron a 8.000 xg
durante un minuto. Se realizaron lavajes con Wash Buffer (Roche®) y la elucién del
ADN con 60 ul de Elution Buffer (Roche®) en el caso de muestras de sangre, y 200 pl

del mismo buffer en el de muestras de érganos.

3.5.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Para la deteccidon de ADN de bacterias del género Anaplasma, las muestras de

garrapatas colectadas sobre vegetacién se sometieron a PCR convencional utilizando
los cebadores external forward, 5'-GCATAGCCTCCGCGTCTTTC-3"; external reverse, 5'-
TCCTCGCCTTGGCCCTCAGA-3°, que amplifican un fragmento de ca. 450-pb del gen
msp5 que codifica la proteina mayor de superficie 5 (Torioni de Echaide y col., 1998).
Se seleccionaron al azar especimenes representativos y se realizaron las PCR con el

siguiente protocolo:

= un ciclo de desnaturalizacidn inicial del ADN durante 3 min a 95°C
= 35 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, hibridacién a 65°C por 58 seg
y polimerizacién a 72°C durante 30 seg

= un ciclo de polimerizacidn final de 10 min a 72°C.

Para la deteccidon de bacterias de los géneros Ehrlichia y Anaplasma en
garrapatas y tejidos de hospedadores seleccionados al azar, las muestras se
sometieron a una PCR convencional amplificando un fragmento del gen de ARNr 16S
de Ehrlichia y Anaplasma con los cebadores EHR16SD, 5'-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-
3’; EHR16SR, 5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’, con el siguiente protocolo (Parolay col.,
2000):

= un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN durante 5 min a 95°C
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= 35 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, hibridacion a 55°C por 30 seg
y polimerizacién a 72°C durante 90 seg

= un ciclo de polimerizacién final de 5 min a 72°C.

En el caso de sangre y drganos de hospedadores, se realizd una PCR
convencional para la amplificacién de un fragmento del gen mspla de Anaplasma. Se
emplearon los cebadores: 1, 5-ACCTCCGAGTAGTCTACCTTCGTT-3"; 2, 5'- TGCATAAGC
ACGAGTCGTATGGAG-3', y el siguiente protocolo (Zimmer y col., 2010):

= un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN durante 5 min a 94°C
= 35 ciclos con desnaturalizacidon a 95°C por 30 seg, hibridacion a 59°C por 45 seg
y polimerizacién a 72°C durante 80 seg

* un ciclo de polimerizacién final de 5 min a 72°C.

Para la deteccion de ADN de bacterias del género Ehrlichia en muestras de
garrapatas y tejidos de hospedadores también se empled una PCR convencional para
amplificar un fragmento de 409-pb del gen dsb (proteina de formacidon de enlaces
disulfuro). Se utilizaron los cebadores Dsb-330: 5'-GATGATGTCTGAAGATATGAAACA
AAT-3"; Dsb-728: 5 -CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3" y el siguiente protocolo
(Doyle y col., 2005):

= un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN durante 2 min a 95°C
= 35 ciclos con desnaturalizacién a 95°C por 15 seg, hibridacion a 62°C por 30 seg
y polimerizacién a 72°C durante 30 seg

= un ciclo de polimerizacién final de 5 min a 72°C.

Para la deteccion de ADN de bacterias del género Rickettsia en garrapatas
colectadas sobre la vegetacion, las muestras de ADN extraido se sometieron a PCR en
tiempo real (rtPCR) utilizando los siguientes cebadores: CS-5, 5'-
GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT-3"; CS-6, 5'-AGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3’, que
amplifican un fragmento de ca. 150-pb del gen rickettsial que codifica la enzima citrato
sintasa (gltA) (Labrunay col., 2004b; Guedes y col., 2005). Se realizaron las rtPCR con el

siguiente protocolo:
= un ciclo de desnaturalizacién inicial del ADN durante 3 min a 95°C

48



= 40 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 15 seg, hibridacion a 48°C por 30 seg
y polimerizacién a 72°C durante 30 seg

= un ciclo de polimerizacion final de 7 min a 72°C.

También se utilizé una PCR convencional para la amplificacion de un fragmento
de ca. 830-pb del gen gltA en muestras de ADN de garrapatas y tejidos de
hospedadores, utilizando los cebadores CS-239: 5'-GATGATGTCTGAAGATATGAAACA
AAT-3°, y CS-1069: 5°-CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3’, siguiendo el mismo

protocolo de ciclado descrito para rtPCR (Labruna y col., 2004b).

Las muestras positivas a la amplificacidon del gen gltA fueron sometidas a una
PCR adicional para amplificar un fragmento de ca. 550-pb del gen ompA, que codifica
una proteina de membrana externa especifica de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas. Se utilizaron los cebadores Rr190.70p: 5"-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3" y
Rr190.602n: 5'-AGTGCAGCATTCGCTCCCCT-3’, con el siguiente protocolo (Regnery y
col., 1991):

= un ciclo de desnaturalizacién inicial del ADN durante 5 min a 95°C
= 35 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 40 seg, hibridacion a 58°C por 30 seg
y polimerizacién a 65°C durante 45 seg

= un ciclo de polimerizacién final de 10 min a 72°C.

Las muestras positivas a la amplificacion del gen ompA fueron nuevamente
testeadas para la amplificacion de un fragmento de ca. 800-pb del gen ompB, que
también codifica un antigeno de superficie especifico de rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas. Se emplearon los cebadores 120-M59: 5-
CCGCAGGGTTGGTAACTGC-3"y 120-807: 5'-CCTTTTAGATTACCGCCTAA-3, y el siguiente

protocolo (Roux y Raoult, 2000):

= un ciclo de desnaturalizacién inicial del ADN durante 3 min a 95°C
= 40 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, hibridacién a 50°C por 30 seg
y polimerizacién a 68°C durante 90 seg

= un ciclo de polimerizacion final de 7 min a 68°C.
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Todas las reacciones se llevaron a cabo con la enzima Tag DNA Polymerase
(Promega®) y se utilizaron controles negativos y positivos de amplificacion. Como
controles positivos, dependiendo el caso, se utilizd ADN de R. massiliae, R. parkeri s.s.,

E. canis y A. marginale.

3.5.3. Lectura de resultados
La lectura rdpida de resultados de las amplificaciones se realizd mediante

corrida electroforética en gel de agarosa (1,5% de agarosa en buffer TAE) preparado

con tintura fluorescente intercalante para acidos nucleicos GelRed.

En cada pocillo del gel se sembraron 8 ul de las muestras amplificadas y se
realizé la corrida a 90 V durante 30-45 min. En cada gel se sembraron también los
controles positivos y negativos de amplificacion y el marcador de peso molecular
(ladder). La lectura se realizdé mediante un transiluminador de luz ultravioleta

MaestroGen®.

3.5.4. Purificacion de productos de PCR, secuenciacion y analisis de secuencias
Los productos de PCR positivos se purificaron con Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega®). Las secuencias obtenidas fueron sometidas a alineamientos
multiples con BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), utilizando el algoritmo
Clustal W (Thompson y col., 1994). La eleccién del mejor modelo de sustituciéon
nucleotidica se realiz6 con ModelTest (Posada y Crandall, 2008). Se analizaron las
relaciones evolutivas empleando el método de Maximun Likelihood con el programa
MEGA 5.0 (Tamura y col., 2011). Las diferencias en la composicidon de nucledtidos se
analizaron excluyendo las posiciones con “gaps” entre los pares de secuencias y la
fiabilidad de las filogenias se evalué mediante el procedimiento de bootstrap con 1000

repeticiones.
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4. RESULTADOS

4.1. Muestras colectadas
Se colectaron 12.697 garrapatas de vida libre sobre la vegetacion, de las cuales

11.990 correspondieron a ambientes de selva y 707 a agroecosistemas.

Sobre hospedadores, se colectaron 1.953 especimenes en ambientes de selva,
970 en agroecosistemas y 107 en ambientes urbanos, y 317 garrapatas pertenecientes
a los tres ambientes fueron colectadas infestando seres humanos. En entornos de
selva, se capturaron 419 animales silvestres, mientras que en agroecosistemas se
examinaron 105 perros y 210 bovinos. En los sitios urbanos se revisaron 105 perros.
Cabe destacar que ninguno de los perros examinados habia recibido tratamientos
acaricidas, mientras que los bovinos recibian tratamientos ocasionales (no

sistematicos) con ivermectina o amitraz.

En ambientes de selva, se encontraron diez especies de garrapatas sobre 32
especies de animales: A. brasiliense, A. coelebs, A. incisum, Amblyomma longirostre, A.
ovale, A. dubitatum, A. calcaratum, H. juxtakochi, Haemaphysalis leporispalustris, e
Ixodes schulzei. Se colectaron especimenes de seis especies de garrapatas en fase de
vida libre: A. brasiliense, A. coelebs, A. incisum, A. longirostre, A. ovale y H. juxtakochi.
En los agroecosistemas se encontraron tres especies de garrapatas sobre tres especies
hospedadoras: A. ovale y R. sanguineus sensu stricto sobre perros y R. microplus sobre

bovinos y perros.

Ixodes schulzei es una especie neotropical descrita a partir de hembras
colectadas sobre el roedor sigmodontino Nectomys squamipes (nombrado como
Neotomys squammipes) (Aragao y Fonseca, 1951) (Figura 14). Hasta el momento, solo
han sido descritos la hembra y estadios inmaduros, mientras que el macho de esta
especie es aun desconocido. Todos los registros de I. schulzei pertenecen a los estados
brasileros de Parand, Santa Catarina, Minas Gerais, Sdo Paulo y Rio de Janeiro (Aragdo
y Fonseca, 1951; Labruna y col., 2003; Arzuay col., 2005; Onofrio y col., 2013). Esta
especie, junto a Ixodes amarali, Ixodes loricatus e Ixodes luciae, pertenecen al “grupo

Ixodes loricatus”. En este estudio, se hallaron dos hembras adultas de I. schulzei sobre
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N. squamipes en el PNI, determinando el primer registro de esta especie en Argentina

y expandiendo asi su rango de distribucion.

Figura 14. A) Vista dorsal del capitulo de una hembra de Ixodes schulzei colectada
sobre Nectomys squamipes en el Parque Nacional Iguazu. B) Vista ventral del capitulo
de una hembra de Ixodes schulzei. C) Hipostoma de una hembra de Ixodes schulzei. D)

Coxas | a IV de una hembra de Ixodes schulzei.

El taxdn R. sanguineus estd representado por mas de una especie, y esta
dividido en dos clados en el Nuevo Mundo: el “linaje tropical” representado por
poblaciones tropicales y subtropicales, y el “linaje templado” representado por
poblaciones del sur de América del Sur (Moraes-Filho y col., 2011; Nava y col., 2012).
Las garrapatas del grupo R. sanguineus analizadas en este trabajo pertenecen al linaje

templado, ahora determinadas como R. sanguineus s.s. (Nava y col.,, 2018). Las
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secuencias del gen 16S obtenidas de especimenes representativos presentaron mas

del 98% de similitud con R. sanguineus s.s de Francia.

A su vez, en el agroecosistema se encontraron tres especies de garrapatas en
etapa de vida libre: A. brasiliense, A. ovale y R. microplus. En ambientes urbanos no se
colectaron garrapatas de vida libre sobre la vegetacidn, mientras que sdélo se

encontraron garrapatas R. sanguineus s.s. sobre perros y humanos.

Como se describié en la seccion "Materiales y métodos", la determinacion
morfoldgica de las larvas de A. incisum, A. brasiliense y A. coelebs se confirmd
mediante el analisis de secuencias del gen 16S rRNA. La comparacion filogenética de
las secuencias obtenidas de las larvas de A. incisum (numero de acceso en GenBank:
KM519939), A. brasiliense (KM519941) y A. coelebs (KM519936) con las de estas tres
especies disponibles en GenBank confirmé las determinaciones a priori basadas en
caracteres morfolégicos (Figura 15). Las similitudes entre las secuencias de cada taxén

fueron superiores al 98%.
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Figura 15. Arbol de maxima verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen 165
rARN de Ixodidae. En negrita, las secuencias obtenidas de garrapatas Amblyomma
brasiliense, Amblyomma coelebs y Amblyomma incisum. Los niumeros representan el
soporte de bootstrap de 1000 repeticiones. Entre paréntesis, los nUmeros de acceso a
GenBank.
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El nimero de garrapatas de cada especie colectada sobre la vegetacion durante
los dos afios de muestreo, ademds de la prevalencia en cada especie hospedadora
capturada, se presenta en las Tablas 4 y 5. La especie mds abundante sobre la
vegetacién en ambientes de selva fue A. coelebs, tanto sobre vegetacion como sobre
hospedadores, representando el 82,9% del total de los especimenes recogidos sobre la
vegetacién y el 83,2% en los hospedadores. En los agroecosistemas, R. microplus fue la
especie mas abundante, con 99,3% (larvas) de todas las garrapatas colectadas sobre la
vegetacién y 95,1% (todas las etapas parasitarias) sobre los hospedadores. En
ambientes urbanos, no se encontraron especimenes en la vegetacién, y R. sanguineus

s.s. fue la Unica especie de garrapata colectada sobre hospedadores.
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Tabla 4. Numero de garrapatas colectadas sobre hospedadores y sobre la vegetacion, 2014-2016. Entre paréntesis, nimero de individuos infestados.

. Amblyomma Amblyomma Amblyomma Amblyomma Amblyomma Amblyomma
Hospedadores Examinados Infestados . e A .
brasiliense calcaratum coelebs incisum dubitatum longirostre
Larvas Ninfas Adultos Adulto Larvas Ninfas  Adultos Larvas Ninfas Adultos Ninfa Larvas Ninfas Adultos
Didelphimorphia
Didelphis aurita 36 34 1(1) 2(2) 221(20) 519 (34) 1(1)
Didelphis albiventris 1 1 17 (1) 35(1)
Monodelphis americana 1 0
Philander frenatus 3 0
Cryptonanus chacoensis 1 0
Carnivora
Nasua nasua 80 74 1(1) 15(13) 1(1) 183 (23) 310(65)
Cerdocyon thous 2 2 3(1)
Leopardus pardalis 2 2 4(2) 2(1)
Eira barbara 2 2 36 (1) 59 (2)
Puma concolor 1 1
Puma yagouaroundi 1 1
Perros 210 74
Pilosa
Tamandua tetradactyla 2 2 4(1) 1(1) 6(1)
Rodentia
Dasyprocta azarae 9 9 10(3) 3(3) 89 (7) 67 (9)
Akodon cf. A. montensis 19 3
Oligoryzomys cf. O. nigripes 5 1
Sooretamys angouya 1 0
Nectomys squamipes 4 1
Oxymycterus cf. O. misionalis 1 0
Lagomorpha
Sylvilagus brasiliensis 3 3 3(2)
Artiodactyla
Mazama americana 2 2 8(1) 3(2) 2(1)
Bovinos 210 198
Perissodactyla
Tapirus terrestris 2 2 1(1) 74(1) 4(1)  52(1) 14(1)
Aves 237 20 6(5) 12 (8) 7(6)
Humanos 73 25(8) 6 (6) 150 (30) 100 (54) 3(3) 13(3) 14(12) 1(1)
Vegetacion 275 598 298 9145 640 26 635 148 37 1
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Tabla 4 (continuacién)

Hospedadores Examinados  Infestados Amblyomma Ha'emaphysc.llis Haen?aphysah:s Ixodes' Rhipfcephalus RhipiLjephalus
ovale juxtakochi leporispalustris  schulzei microplus sanguineus s.s.
Larvas Ninfas  Adultos Larvas Ninfas Adultos Adultos Adultos  Larvas Ninfas  Adultos Ninfas Adultos
Didelphimorphia
Didelphis aurita 36 34 21(2) 1(1) 1(1) 2 (1)
Didelphis albiventris 1 1
Monodelphis americana 1 0
Philander frenatus 3 0
Cryptonanus chacoensis 1 0
Carnivora
Nasua nasua 80 74  7(5) 1(1) 52(21) 27(9) 15(12)
Cerdocyon thous 2 2 3(1)
Leopardus pardalis 2 2
Eira barbara 2 2
Puma concolor 1 1 4(1)
Puma yagouaroundi 1 1 1(1)
Perros 210 74 38(17) 4(3) 43(23) 74 (37)
Pilosa
Tamandua tetradactyla 2 2
Rodentia
Dasyprocta azarae 9 9 2(1) 2(2)
Akodon cf. A. montensis 19 3 5(2) 2(1)
Oligoryzomys cf. O. nigripes 5 1 1(1)
Sooretamys angouya 1 0
Nectomys squamipes 4 1 2 (1)
Oxymycterus cf. O. misionalis 1 0
Lagomorpha
Sylvilagus brasiliensis 3 3 2(1)
Artiodactyla
Mazama americana 2 2 9(2) 1(1)
Bovinos 210 198 66 (24) 182(114) 670(198)
Perissodactyla
Tapirus terrestris 2 2 3(2) 1(1)
Aves 237 20 1(1) 5(2)
Humanos 73 2(2) 1(1) 1(1) 1(1)
Vegetacion 2 5 24 78 63 20 702
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Tabla 5. Garrapatas colectadas sobre aves en el Parque Nacional Iguazu, 2014-2016. I/E,

Infestados/Examinados

Orden Familia Especie I/E  Amblyomma Amblyomma Amblyomma  Haemaphysalis
coelebs longirostre ovale Jjuxtakochi
Ninfas Larvas  Ninfas Larvas Larvas
Accipitriformes Accipitridae Rupornis magnirostris  0/2
Columbiformes Columbidae Leptotila verreauxi  0/9
Strigiformes Strigidae Megascops choliba  0/1
Caprimulgiformes  Caprimulgidae Nyctidromus albicollis  0/1
Trochilidae Thalurania furcata  0/1
Thalurania glaucopis 0/9
Amatzilia versicolor  0/9
Phaethornis eurynome  0/2
Trogoniformes Trogonidae Trogon rufus  0/2
Coraciiformes Alcedinidae Chloroceryle americana  0/1
Momotidae Baryphthengus ruficapillus  1/2 1 1
Piciformes Picidae Celeus flavescens 0/1
Picumnus temminckii  0/2
Ramphastidae Pteroglossus castanotis  0/1
Psittaciformes Psittacidae Pionus maximiliani  0/1
Passeriformes Thamnophilidae Dysithamnus mentalis  0/3
Automolus
Furnariidae leucophthalmus  1/3 2
Dendrocolaptes
platyrostris /1
Dendrocincla fuliginosa  1/8 1
Philydor atricapillus  1/1 1
Philydor rufum  0/1
Xenops minutus  0/3
Sittasomus griseicapillus ~ 0/8
Tyrannidae Platyrinchus mystaceus  1/4 1
Myiornis auricularis  0/1
Mionectes rufiventris  0/3
Cnemotriccus fuscatus  0/10
Poecilotriccus plumbeiceps  0/1
Pitangus sulphuratus  0/4
Corythopis delalandi  0/5
Leptopogon
amaurocephalus  1/10 1
Pipridae Chiroxiphia caudata 1/5 1
Pipra fasciicauda 1/23 3
Tityridae Schiffornis virescens  0/1
Vireonidae Vireo olivaceus  0/1
Corvidae Cyanocorax chrysops 0/11
Turdidae Turdus albicollis  3/8 4
Turdus rufiventris 3/12 4
Turdus amaurochalinus ~ 0/4
Turdus leucomelas 4/22 1 3 5
Parulidae Basileuterus culicivorus  0/6
Moyiothlypis leucoblephara  0/1
Thraupidae Trichothraupis melanops 1/12 1
Dacnis cayana  0/3
Tersina viridis  0/3
Tachyphonus coronatus  1/2 1
Emberizidae Arremon flavirostris  0/1
Cardinalidae Habia rubica 0/2
Icteridae Cacicus haemorrhous  0/2
Fringillidae Chlorophonia cyanea  0/2
Euphonia violdcea  0/4
Euphonia pectoralis  0/1
Euphonia chlorotica 0/1
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4.1.1. Garrapatas colectadas sobre Nasua nasua y Didelphis aurita
Un total de 493 garrapatas pertenecientes a las especies A. brasiliense (n=15),

A. coelebs (n=424), A. ovale (n=29) y H. juxtakochi (n=25) fueron colectadas sobre 93
especimenes de N. nasua. A su vez, 552 garrapatas pertenecientes a las especies A.
brasiliense (n=3), A. coelebs (n=524), A. ovale (n=22) y H. juxtakochi (n=3) fueron

colectadas sobre 26 especimenes de D. aurita (Figura 16) (ver Tabla Anexo 1).

Figura 16. Ninfas de Amblyomma sp. parasitando un ejemplar Didelphis aurita en el

Parque Nacional Iguazu.

Amblyomma coelebs representd el 90,72% de todas las garrapatas colectadas
sobre estos hospedadores. La media y la prevalencia de los diferentes estadios de
todas las especies de garrapatas encontradas sobre N. nasua y D. aurita y sus

respectivos intervalos de confianza se detallan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Prevalencia, abundancia media y limites de los intervalos de confianza de las
garrapatas colectadas sobre Nasua nasua y Didelphis aurita. En paréntesis, nimero de

individuos capturados y garrapatas colectadas.

Especie . Intervalo de . Intervalo de
hospedadora Especie de Estadio (n) Preyalen- Confianza Abunda'nua Confianza
(n) garrapata cia (95%) Media (BCa) (95%)
Nasua nasua ~ Amblyomma Larvas (1) 0,01 0,0006 - 0,0573 0,01 0,00 -0,03
(93) brasiliense  Ninfas (18) 0,16  0,0964-0,2516 0,19 0,11-0,30
Adultos (1) 0,01  0,0006 -0,0573 0,01 0,00 - 0,03
Amblyomma  Larvas (191) 0,29  0,2030-0,3920 2,05 1,01-4,35
coelebs Ninfas (397) 0,83  0,7375-0,8940 4,27 3,25-5,78
Amblyomma Larvas (7) 0,05 0,0215-0,1219 0,08 0,02 - 0,15
ovale Ninfas (1) 0,01  0,0006 -0,0573 0,01 0,00 - 0,03
Adultos (39) 0,19  0,1220-0,2893 0,42 0,24-0,71
Haemaphysalis  Larvas (28) 0,11 0,0574 - 0,187 0,3 0,09 - 1,06
juxtakochi \infas (19) 0,16  0,0964-0,2516 0,2 0,12 - 0,32
Didelphis ~ Amblyomma Larvas (1) 0,04  0,0020-0,1881 0,04 0,00-0,12
":’2’ g)" brasiliense Ninfas (2) 0,08 0,0139-0,2460 0,08 0,00-0,19
Amblyomma  Larvas (215) 0,69  0,4945-0,8458 8,27 3,19 - 23,23
coelebs Ninfas (442) 1 0,8715 - 1,0000 17 10,50 - 26,69
Amblyomma Larvas (21) 0,08  0,0139-0,2460 0,81 0,00 - 2,92
ovale Ninfas (1) 0,04  0,0020-0,1881 0,04 0,00 - 0,12
Haemaphysalis  Larvas (1) 0,04  0,0020-0,1881 0,04 0,00-0,12
juxtakochi Ninfas (2) 0,04  0,0020-0,1881 0,08 0,00-0,23

4.2. Analisis estadisticos

4.2.1. Caracterizacion espacial de la comunidad de garrapatas
Las curvas de extrapolacion mostraron que el aumento del numero de

individuos en las muestras no aumentaria el nimero de especies o la completitud de
las muestras. Las estimaciones de cobertura muestral de las muestras de referencia de
cada conjunto se encontraron en el rango de 0,9986 a 1. La riqueza de especies del
conjunto de garrapatas de ambientes de selva, estimada mediante Chaol, fue de
10,33, superior a la encontrada en agroecosistemas y ambientes urbanos, donde el

estimador fue de 3 y 1, respectivamente.

Se obtuvieron los indices de Shannon-Wiener para los ensambles de garrapatas

de vida libre de cada ambiente. En el ambiente de selva, el indice fue 0,647
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(DE=0,00004), en los agroecosistemas 0,046 (DE=0,0003) y en el medio urbano fue 0
(cero). Para los ensambles de garrapatas de vida parasitica, los indices obtenidos
fueron 0,72 (DE=0,0002) en el ambiente de selva, 0,222 (DE=0,0004) en

agroecosistemas, y O (cero) en ambientes urbanos.

El resultado de la comparacién de las abundancias relativas (Horn) de las
distintas especies entre los tres ambientes, con un bootstrap de 1000 repeticiones,
para los ensambles de garrapatas de vida parasitica, fue un estimador de similitud de
0,0355 (EE=0,0049, 1C95%=0,0259-0,045) y un promedio de similitud de pares de
ensambles de 0,028. El indice de similitud entre el ambiente de selva y agroecosistema
fue 0,043 (EE=0,004, 1C95%=0,034-0,051), mientras que entre el agroecosistema y el
ambiente urbano fue 0,041 (EE=0,011, 1C95%=0,02-0,063). El indice de Horn entre el
ambiente de selva y el urbano fue 0 (cero). Para las garrapatas en estadio de vida libre,
se obtuvo un indice de similitud de 0,0338 (EE=0,0147, 1C95%=0,005-0,0627) entre los

ensambles de selva y de agroecosistema.

4.2.2. Variacion temporal de la abundancia de garrapatas
Las comparaciones entre afos utilizando la prueba no paramétrica de Mann-

Withney para todas las especies de garrapatas colectadas sobre la vegetacidon y sobre
los hospedadores revelaron que no hubo diferencias significativas entre el primer y

segundo afio de muestreo (p>0,05).

Las diferencias en la abundancia de las garrapatas entre las estaciones
climaticas (verano vs. otofo vs. invierno vs. primavera) utilizando la prueba de Kruskal-
Wallis no fueron significativos para casi todas las especies de garrapatas colectadas
sobre los hospedadores, con la excepcion de larvas de A. incisum (se encontraron
diferencias entre las abundancias en primavera y verano versus la abundancia en
otofo, p=0,02, presentando un pico en otofo) y ninfas y adultos de R. sanguineus s.s.
(p=0,02 y p=0,005, respectivamente). Esta ultima especie fue colectada Unicamenste
sobre hospedadores y mostrd una diferencia significativa en la carga de ninfas en
otofio e invierno contra la carga parasitaria en verano, y una diferencia muy marcada

en las cargas de adultos en otofio e invierno contra las de primavera y el verano. Por el
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contrario, las comparaciones por estaciéon del niumero de garrapatas mostraron
diferencias significativas para todas las especies colectadas sobre la vegetacion en el
ambiente de selva (p<0,05), excepto para A. longirostre con un solo individuo

colectado (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacién por estacién del nimero de garrapatas colectadas sobre la

vegetacién en el ambiente de selva, 2014-2016 *.

Especie Estadio Verano Otofio Invierno  Primavera
Larvas A A-B B B
Amblyomma brasiliense Ninfas A A-B B-C C
Adultos A A-B B-C C
Amblyomma coelebs Ninfas A-B B-C C A
Amblyomma incisum Larvas A B-C A-B A
Ambyomma ovale Adultos A-B A A B
Larvas A A-B A-B B
Haemaphysalis juxtakochi  Ninfas A-B B-C C A
Adultos A A B A-B

*Medias con una letra comun no presentaron diferencias significativas (p>0,05).

Aunque estuvieron presentes durante todo el afio, las larvas de A. brasiliense
colectadas sobre la vegetacion presentaron picos de abundancia en verano y otofio, las
ninfas en invierno y los adultos en primavera. Las larvas y ninfas de A. coelebs
estuvieron presentes durante todas las estaciones, aunque las larvas mostraron
mayores abundancias en primavera y verano, mientras que las ninfas fueron mas
abundantes durante el invierno. Las larvas de A. incisum colectadas sobre la vegetacion
mostraron picos en otofo e invierno, mientras que las ninfas fueron mas abundantes
sélo en invierno. Se encontraron larvas de A. ovale sobre la vegetacién en verano y
otofio, ninfas en otofio e invierno y adultos principalmente en primavera. Las larvas de
H. juxtakochi fueron mas abundantes en otofio y verano, las ninfas en invierno y los
adultos en primavera. Los patrones de estacionalidad de estas especies de garrapatas

se muestran en las Figuras 17 a 21.
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Figura 21. Distribucion mensual de garrapatas Rhipicephalus microplus. a) NUmero de

larvas sobre la vegetacion. b) Abundancia media de adultos sobre bovinos.

El nimero de adultos de A. brasiliense y A. coelebs fueron los Unicos que
mostraron una diferencia significativa entre los meses de colecta (p=0,049 y p=0,047,
respectivamente). Las Figuras 17 a 21 grafican las variaciones mensuales de las
especies de garrapatas mds abundantes colectadas sobre la vegetacion y su contraste
con las variaciones en las abundancias medias de las mismas especies sobre sus
principales hospedadores. Debido a que N. nasua, D. aurita y el ganado bovino fueron
los hospedadores mas comunmente examinados, y tanto la prevalencia como la
abundancia media de algunas especies de garrapatas fueron las mas altas en estas
especies hospedadoras, las mismas fueron tenidas en cuenta para comparar los picos

estacionales del nimero de garrapatas sobre la vegetacidn y sobre sus hospedadores.
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4.2.3. Modelos de parasitismo en mamiferos medianos
Los conteos de parasitos generalmente poseen una distribucién agregada

(usualmente Poisson), con pocos hospedadores albergando altas cargas parasitarias,

mientras que las mayores frecuencias corresponden a individuos con bajas cargas. En

esta seccidén, al tratarse de conteos de ectopardsitos sobre hospedadores, fue

esperable que la distribucion de los datos no correspondiera a una distribucion normal

(Figura 22), por lo que se modelaron funciones no lineales de la media para el andlisis

estadistico de asociaciones.
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Figura 22. Distribucion de los datos de a)
Ninfas Amblyomma coelebs colectadas
sobre Nasua nasua, b) Ninfas A. coelebs
colectadas sobre Didelphis aurita, c)
Larvas A. coelebs colectadas sobre D.
Parque Nacional Iguazy,

aurita en el

2015-2016.

En primer lugar, se contruyeron modelos con respuesta Poisson y se comprobod

la sobredispersidn calculando la sumatoria de los residuos de Pearson y dividiéndola

por los grados de libertad. Al existir sobredispersién en el conjunto de datos, se optd
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por la distribucidon binomial negativa que utiliza también una funcién de enlace
logaritmico, pero que modela un pardmetro adicional de dispersién. Se generd
entonces un GLM con respuesta binomial negativa y funcién de enlace logaritmica
para explicar la carga de ninfas de A. coelebs colectadas sobre N. nasua. Debido a que
la prevalencia de ninfas de A. brasiliense, larvas de A. coelebs, larvas y adultos de A.
ovale, y larvas y ninfas de H. juxtakochi sobre N. nasua fue inferior al 30% a lo largo de
los muestreos, se utilizaron GLM con respuesta binomial para analizar variables
asociadas a la presencia de estas garrapatas en lugar de su carga parasitaria. Las larvas
y adultos de A. brasiliense y ninfas de A. ovale se encontraron infestando un solo
individuo hospedador, por lo que no se corrieron modelos para estos estadios. Con
respecto a D. aurita, se realizaron GLM con respuesta binomial negativa para explicar
la carga de larvas y ninfas de A. coelebs. La prevalencia de las garrapatas restantes en

D. aurita fue inferior al 10%, lo que dificulté la construccién de modelos estadisticos.

Los altos valores de los VIF en los modelos binomiales que evaluaron Ia
presencia de ninfas de A. brasiliense, larvas de A. ovale y larvas y ninfas de H.
juxtakochi sobre N. nasua, forzaron la eliminaciéon de un término antes de comenzar
los analisis, ya que dicho término presentd una alta colinealidad con otras variables
dentro del modelo. En el caso de las larvas de A. ovale, se elimind la variable estacion
(VIF=15,39), mientras que en los modelos cuyas variables dependientes fueron las
ninfas de A. brasiliense y las larvas y ninfas de H. juxtakochi, la variable explicatoria
eliminada fue el sitio (VIF=7,46; VIF=8,37; VIF=6,81, respectivamente). Las variables

mas fuertemente correlacionadas fueron la estacion y el sitio.

Los modelos que explicaron las cargas de las ninfas de A. coelebs sobre N.
nasua y sobre D. aurita finalmente contuvieron tres variables explicatorias

significativas: estacidn, sitio y peso (Tabla 8).
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Tabla 8. Variables explicatorias asociadas a la abundancia de Amblyomma coelebs y a la
presencia de Amblyomma brasiliense, Amblyomma ovale y Haemaphysalis juxtakochi
sobre Nasua nasua y Didelphis aurita, resultado de la simplificacién de modelos lineales

generalizados.

Especie Especie de - Variables explicatorias Familia
hospedadora garrapata Estadio ., , AAICe” del
Estacion Sitio Sexo Edad Peso modelo
Nasua nasua  Amblyomma  Larvas X 37,337  Binomial
coelebs . Binomial
Ninfas X X X 2,409 negativo
Amblyomma ) ) ]
brasiliense Ninfas X X 5,467 Binomial
Amblyomma  Larvas X 2,55 Binomial
ovale Adultos X 2,519  Binomial
Haemaphysalis Larvas X 18,457  Binomial
juxtakochi Ninfas X 6,364 Binomial
Didelphis Amblyomma Larvas « Binomial
aurita coelebs 1,741 negativo
. Binomial
Ninfas X X X 1,8 negativo

* AAICc es el incremento del AlCc del modelo cuando un solo término es eliminado.

La carga de ninfas sobre N. nasua fue significativamente menor durante la
primavera que durante el otofo, verano e invierno (p<0,001 en todos los casos), y fue
significativamente mayor en especimenes capturados en Garganta que en Dos
Hermanas (p<0,001), y también mads abundante en CIES que en Dos Hermanas
(p=0,004). Un mayor peso se asocid con mayores cargas de ninfas de A. coelebs

(p=0,024) sobre N. nasua (Figura 23).

En el caso de la infestacién por A. coelebs en D. aurita, la carga de ninfas fue
significativamente mayor en invierno que en otono, primavera y verano (p<0,001 en
todos los casos), y fue significativamente mayor en los animales capturados en CIES
gue en Apepu (p=0,002), y mayores cargas se asociaron con un mayor peso corporal de

D. aurita (p=0,011) (Figura 24).
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Figura 23. Efecto de (a) la estacion, (b) el sitio y (c) el peso sobre la
carga de ninfas de Amblyomma coelebs sobre Nasua nasua.

2hnas: Dos Hermanas; EstCat: Estacion Cataratas.
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Figura 24. Efecto de (a) la
estacién, (b) el sitio y (c) el
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de Amblyomma coelebs sobre
Didelphis aurita. d) Promedio
del efecto predicho del sitio
sobre la carga de larvas de A.
coelebs sobre D. aurita.
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La presencia de larvas de A. coelebs sobre N. nasua se asocid con el sitio donde
se capturaron los hospedadores. Se hallaron diferencias significativas en los sitios de
mayor y menor impacto turistico: se encontré una prevalencia significativamente
menor en los hospedadores capturados en Estacidon Cataratas (alto grado de disturbio
antrépico) que en los hospedadores capturados en CIES (p<0,001) y Garganta
(p=0,0218). Para analizar la carga de larvas A. coelebs sobre D. aurita, no se tuvo en
cuenta el valor extremo de 115 larvas encontradas sobre un unico individuo
hospedador porque este valor no permitia correr el modelo global. Una vez eliminado
este valor, la carga de larvas de A. coelebs sobre D. aurita se asocio al sitio, siendo
significativamente mas abundante sobre especimenes capturados en CIES que en

Apepu (p=0,021), al igual que las ninfas de A. coelebs.

La presencia de larvas y ninfas de H. juxtakochi sobre N. nasua se asocié con la
estacidon, mostrando una menor prevalencia en otofio que en primavera (p=0,042) y en
verano (p=0,034) en el caso de las larvas, y una prevalencia significativamente mas alta
en otofio en el caso de las ninfas (p=0,007). La presencia de ninfas de A. brasiliense
sobre N. nasua se asocié con la estacion y la edad del hospedador. La prevalencia fue

mayor durante el otofio (p=0,045) y en hospedadores adultos (p=0,061).

La presencia de larvas de A. ovale sobre N. nasua se asocid con la edad de los
hospedadores, mostrando una mayor prevalencia en especimenes juveniles (p=0,059),
mientras que la presencia de garrapatas adultas se asocid con el sexo del hospedador,
siendo su prevalencia significativamente mayor sobre los machos que sobre las

hembras (p=0,035).

El AAICc (diferencia entre el AlCc de dos modelos comparados entre si luego de
la eliminacién de un término) de los modelos finales con el AlCc mas bajo, resultante

de la eliminacion del ultimo término, se muestran en la Tabla 8.

4.3. Deteccion de agentes Rickettsiales en garrapatas y tejidos de
hospedadores
Se analizaron un total de 263 garrapatas colectadas sobre la vegetacion de las

especies A. brasiliense (n=101), A. coelebs (n=100), A. incisum (n=29), A. ovale (n=32) y
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A. longirostre (n=1). A su vez, se analizaron 30 especimenes de A. ovale, 35 de R.
sanguineus s.s. y uno de A. aureolatum colectados sobre 48 perros revisados en las
zonas urbanas de Puerto Iguazi y zonas rurales de los departamentos General
Belgrano y San Pedro, 92 especimenes de A. ovale colectados sobre 41 N. nasua, dos
especimenes de A. ovale colectados sobre Akodon cf. A. montensis, nueve garrapatas
A. ovale colectadas sobre dos D. aurita, dos garrapatas A. ovale colectadas sobre un D.
azarae, 16 especimenes de A. longirostre colectados sobre 14 aves, nueve A. ovale
colectadas sobre cuatro C. thous, 16 A. ovale colectadas sobre cinco P. concolor, 22 A.
ovale colectadas sobre seis P. onca y un espécimen de A. ovale hallado sobre un P.
yagouaroundi, totalizando 235 garrapatas colectadas sobre hospedadores y analizadas

mediante PCR.

Por otro lado, se analizaron muestras de sangre de 54 N. nasua, 15 D. aurita, un
D. azarae, diez Akodon cf. A. montensis, dos N. squamipes, tres Oligoryzomys cf. O.
nigripes y un S. angouya, y muestras de tejidos (higado y bazo) de 16. Akodon cf. A.
montensis, dos N. squamipes, cinco Oligoryzomys cf. O. nigripes, un S. angouya y un

Oxymycterus cf. O. misionalis.

4.3.1. Infeccion con Rickettsiales en garrapatas colectadas sobre la vegetacion
Todas las muestras de ADN extraido de garrapatas fueron negativas a la

amplificacién de un fragmento del gen dsb de Ehrlichia y msp5 de Anaplasma

mediante técnicas de PCR.

Con respecto a las garrapatas colectadas sobre la vegetacidén en el ambiente de
selva, tres muestras de ADN de la especie A. ovale [prevalencia minima (nUmero de
pools positivos sobre el total de garrapatas analizadas): 9,4%] colectadas en el PP
resultaron positivas a la deteccion de R. bellii, amplificando un fragmento del gen
rickettsial gltA mediante PCR, pero no del gen ompA especifico de rickettsias del grupo

de las fiebres manchadas.

Las muestras de ADN de las garrapatas A. coelebs y del espécimen A. longirostre
colectados sobre la vegetacion fueron negativas a la amplificacion mediante PCR de

todos los genes propuestos en este estudio.
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4.3.2. Infeccion con Rickettsiales en garrapatas colectadas sobre hospedadores
Todas las muestras de ADN de las garrapatas colectadas sobre hospedadores

fueron negativas a la amplificacion de un fragmento del gen 16S de Ehrlichia y

Anaplasma mediante PCR convencional.

Los resultados obtenidos para todas las muestras de garrapatas colectadas

sobre hospedadores procesadas mediante PCR se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resultados de PCR para amplificacion de un fragmento del gen rickettsial gltA

en garrapatas colectadas sobre hospedadores en el norte de Misiones. M, macho; H,

hembra; N, ninfa; L, larva.

Sitio Especie n, Estadio Hospedador PCR gltA  Especie

General Belgrano A oygle M Perro Negativo
A. ovale 2M Perro Negativo
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale 2H Perro Negativo
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale 1H-1M Perro Negativo
A. ovale 1M Perro Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1M Perro Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1M Perro Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale 1H-1M Perro Negativo
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale 1H Perro Negativo

Puerto lguazd R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1N Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
R. sanguineus 1N Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1M Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
R. sanguineus 2M Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
R. sanguineus 2N Perro Negativo
R. sanguineus 1H-1M Perro Negativo
R. sanguineus 1H-1M Perro Negativo
R. sanguineus 1H-1M Perro Negativo
R. sanguineus 1H-1M Perro Negativo
R. sanguineus 1N-1M Perro Negativo
R. sanguineus 2H-2M Perro Negativo
R. sanguineus 1H Perro Negativo
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale 3M Perro Negativo
A. ovale 1M Perro Negativo
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Tabla 9. Continuacion

Sitio Especie n, Estadio Hospedador PCRgltA Especie
Puertc,) A. ovale 1Y Perro Negativo
lguazu A. ovale 1H Perro Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 2H Perro Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 1H Perro Negativo
A. ovale M Perro Positivo Rickettsia bellii
Parque A. ovale 1H-1M Perro Positivo Rickettsia amblyommatis
Provincial
Pinalito A. aureolatum 1M Perro Negativo
Parque A. ovale 2M Nasua nasua Positivo Rickettsia bellii
Naciorlal A. ovale 1H-6M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
lguazd A. ovale 1H-1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 2M Nasua nasua Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 2M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 2M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1M Nasua nasua Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 1H-4M Nasua nasua Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 1H Nasua nasua Negativo
A. ovale 2H-3M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 3H-4M Nasua nasua Positivo Rickettsia bellii
A. ovale IN Nasua nasua Negativo
A. ovale 2L Nasua nasua Negativo
A. ovale 1M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1L Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 2L Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1H Nasua nasua Negativo
A. ovale 1M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 1L Nasua nasua Negativo
A. ovale 1L Nasua nasua Negativo
A. ovale 2H-3M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 2M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale IN Nasua nasua Negativo
A. ovale 1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 2H-3M Nasua nasua Negativo
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Positivo Zﬁ:igﬁ’:’afni;ﬁzztcepa
A. ovale 1H Nasua nasua Negativo
A. ovale 1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 1H-1M Nasua nasua Negativo
A. ovale 1H Nasua nasua Negativo
A. ovale 1H Nasua nasua Negativo




Tabla 9. Continuacion

Sitio Especie n, Estadio  Hospedador PCR gltA Especie
Parque A. ovale 1H Nasua nasua Negativo
Nacional .
\guazi A. ovale 2M Nasua nasua Negativo
A. ovale 2H-3M Nasua nasua Positivo  Rickettsia bellii
A. ovale 5M Nasua nasua Negativo
A. ovale 5L Didelphis aurita Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 4L Didelphis aurita Negativo
A. ovale 2L Dasyprocta azarae Positivo Rickettsia bellii
A. longirostre 2L Automolus leucophthalmus Negativo
A. longirostre 2L Pipra fasciicauda Negativo
A. longirostre 1L Dendrocincla fuliginosa Negativo
A. longirostre 2L Turdus albicollis Positivo Rickettsia bellii
A. longirostre 1L Turdus albicollis Negativo
A. longirostre 1L Cnemotriccus fuscatus Negativo
A. longirostre 1L Platyrinchus mystaceus Negativo
A. longirostre 1N Philydor atricapillus Negativo
A. longirostre 1N Chiroxiphia caudata Negativo
A. longirostre 1N Turdus leucomelas Negativo
A. longirostre 1N Trichothraupis melanops Negativo
A. longirostre 1L Leptopogon amaurocephalus Negativo
A. longirostre 1N Baryphthengus ruficapillus Negativo
A. ovale 1L Tachyphonus coronatus Negativo
A. ovale 3H Cerdocyon thous Negativo
A. ovale 1H Cerdocyon thous Negativo
A. ovale 1H-2M Cerdocyon thous Positivo Rickettsia bellii
A. ovale 2M Cerdocyon thous Negativo
A. ovale 2H Panthera onca Negativo
A. ovale 2H-3M Panthera onca Negativo
A. ovale 2H-3M Panthera onca Negativo
A. ovale 2H-3M Panthera onca Negativo
A. ovale 2H Panthera onca Negativo
A. ovale 1H-2M Panthera onca Negativo
A. ovale 1H-1M Puma concolor Negativo
A. ovale 1H-2M Puma concolor Negativo
A. ovale 2H-3M Puma concolor Negativo
A. ovale 1M Puma concolor Negativo
A. ovale 2H-3M Puma concolor Positivo  Rickettsia bellii
buerto A. ovale 1M Puma yagouaroundi Negativo
Peninsula A. ovale 2N Akodon cf. A. montensis Positivo  Rickettsia bellii

Un total de 33 muestras de ADN extraidas de pools de garrapatas A. ovale

fueron positivas a la amplificacién del gen rickettsial gltA (prevalencia minima: 18%,

sobre 183 garrapatas A. ovale procesadas). Un pool de ADN de una hembra y un
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macho A. ovale colectados sobre un perro en el Parque Provincial Pifialito fue positivo
a la amplificacion de un fragmento de los genes gItA y ompA (prevalencia minima:
0,5%). La secuencia obtenida del gen ompA se alined con mas del 99% de similitud con
secuencias de R. amblyommatis de Brasil (KP686067), Colombia (MF034496) y
Argentina (DQ517292) (Figura 25).

Por su parte, un pool consistente en una hembra y un macho A. ovale
colectados sobre un individuo hospedador N. nasua en el PNI fue positivo a gltA y
ompA (prevalencia minima: 0,5%), y la secuencia de este ultimo producto de PCR
(Nimero de acceso en GenBank: MH247927) se alined en 100% con secuencias de R.
parkeri cepa Atlantic rainforest depositadas en GenBank (Numero de acceso:
KX137902) (Figura 25), confirmado luego por la amplificacion de un fragmento del gen
ompB (Numero de acceso en GenBank: MH247926), cuya secuencia también presentd
un 100% de similitud con secuencias de esta cepa depositadas en GenBank (NUumero

de acceso: KX034218).
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R. parkeris.s. Argentina A. triste
R. parkeris.s. USA A. maculatum
n R. parkeris.s. Argentina A. tigrinum
R. parkericepa COOPERI
81 R. parkericepa NOD

70 R. parkericepa Atlantic rainforest Argentina A. dubitatum

R. parkeri cepa Atlantic rainforest Brasil
33

31|| “ R. africae
R. honei
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R. rickettsii
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99 _ER. massiliae
94— R. rhipicephali

R. raoultii

‘CandidatusR. andeanae’
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R. amblyommatis Argentina A. hadanii

R. amblyommatis Argentina, Misiones, A. ovale
R. amblyommatis Brasil

R. amblyommatis Argentina, A. neumanni

55 - R. amblyommatis, Argentina, A. tonelliae

R. cooleyi

100 _|_7 Rickettsia sp. cepa colombianensis
70 R. tamurae
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R. parkeri cepa Atlantic rainforest Argentina, Misiones, A. ovale

Figura 25. Arbol de maxima verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen ompA

de Rickettsia. En negrita, la secuencia obtenida de ADN extraido de garrapatas

Amblyomma ovale. Los numeros representan el soporte de bootstrap de 1000

repeticiones. El modelo usado fue GTR+G (General Time Reversible con distribucién

Gamma).
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Los restantes 31 pools positivos a la amplificacion de un fragmento del gen
rickettsial gltA resultaron negativos a la amplificacion del gen ompA. Dos de estas
muestras (ADN de seis garrapatas A. ovale) fueron purificadas y secuenciadas
(Nimeros de acceso en GenBank: MH282857 y MH282858), y las secuencias se
alinearon con secuencias de R. bellii depositadas en GenBank (NUumeros de acceso:
AY375161 y AY362703), por lo que se infiere que las 29 muestras positivas que no
fueron secuenciadas también corresponden a esta especie (prevalencia minima en A.

ovale: 15,3%; prevalencia minima en A. longirostre: 6,3%) (Figura 26).
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Figura 26. Arbol de maxima verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen gltA

de Rickettsia. En negrita, la secuencia obtenida de ADN extraido de garrapatas

Amblyomma ovale. Los numeros representan el soporte de bootstrap de 1000

repeticiones. El modelo usado fue GTR+G (General Time Reversible con distribucién

Gamma).
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4.3.3. Rickettsiales en tejidos
Las muestras de ADN extraidos de sangre y oérganos de hospedadores

resultaron negativas a la amplificacién de los genes gltA y dsb.

Los resultados de PCR para amplificacién de un fragmento de los genes 16S de
Ehrlichia y Anaplasma y mspla de Anaplasma en sangre y drganos de hospedadores

capturados en el norte de Misiones se muestran en las Tablas 10y 11.

Un total de dos muestras de sangre de Oligoryzomys cf. O. nigripes (66,7%), 45
de N. nasua (83,3%), una muestra de drganos de Oxymycterus cf. O. misionalis (100%)
y dos de N. squamipes (100%) fueron positivas a la amplificaciéon de un fragmento del
gen 16S de Ehrlichia y Anaplasma. Todas las muestras positivas fueron sometidas a una
PCR convencional para la amplificacién del gen mspla de Anaplasma y dsb de
Ehrlichia: una muestra de sangre de Oligoryzomys cf. O. nigripes (50% de los positivos a
16S), 25 de N. nasua (55,6% de los positivos a 16S), y una muestra de érganos de
Oxymycterus cf. O. misionalis (100%) resultaron positivas a mspla. Todas las muestras

resultaron negativas a la amplificaciéon de un fragmento del gen dsb.
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Tabla 10. Resultados de PCR para amplificaciéon de un fragmento de los genes 16S de

Ehrlichia y Anaplasma y mspl de Anaplasma en sangre de hospedadores capturados

en el norte de Misiones.

N° positivos PCR 16S

N° positivos PCR msp1l

Sitio Hospedador (n) Ehrlichia/Anaplasma Anaplasma
Parque
Provincial Oligoryzomys cf. O. nigripes (3) 2 1
Puerto Akodon cf. A. montensis (11) 0 -
Peninsula Sooretamys angouya (1) 0 -
Parque Nectomys squamipes (2) 0 -
Nacional  Didelphis aurita (15) 0 -
Iguazu Dasyprocta azarae (1) 0 -
Nasua nasua (54) 45 25

Tabla 11. Resultados de PCR para amplificacién de un fragmento de los genes 16S de

Ehrlichia y Anaplasma y mspl de Anaplasma en 6rganos (higado y bazo) de roedores

capturados en el norte de Misiones.

N° positivos PCR 16S N° positivos PCR mspl

Sitio Hospedador (n) Ehrlichia/Anaplasma Anaplasma
Pargue Oxymycterus cf. O. misionalis (1) 1 1
Nacional

Iguazu Nectomys squamipes (2) 2 0
Parque Akodon cf. A. montensis (16) 0 -
Provincial i ; o

Puerto Oligoryzomys cf. O. nigripes (5) 0 -
Peninsula  Sooretamys angouya (1) 0 -
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5. DISCUSION

5.1. Garrapatas del norte de Misiones
La presencia de muchas de las especies de garrapatas encontradas habia sido

reportada con anterioridad para la zona (Boero y Delpietro, 1971; Ivancovich y Luciani,

1992; Nava y col., 2012; Lamattina y col., 2014).

En este estudio se registraron por primera vez infestando humanos en la
provincia de Misiones las especies A. dubitatum, A. incisum, A. ovale, A. brasiliense, A.
coelebs, H. juxtakochi, R. microplus y R. sanguineus, y se amplid el registro de

hospedadores de A. brasiliense, A. coelebs, A. ovale y H. juxtakochi.

Se hallaron tres especies de garrapatas infestando perros (Tabla 2). En las zonas
de agroecosistema, la especie dominante fue A. ovale, mientras que en el ambiente

urbano solo se hallaron especimenes R. sanguineus s.s.

Sobre bovinos solo se colectaron especimenes de R. microplus, lo cual contrasta
con los hallazgos en el Noroeste Argentino y en el delta del Parand, donde las vacas
son hospedadores comunes de A. tonelliae, A. sculptum y Amblyomma neumanii en las
provincias biogeograficas de Chaco y Yungas, de A. parvum en la provincia
biogeografica del Chaco, y de A. triste en las provincias biogeograficas de Chaco y
Pampa (Nava y col., 2017). La ausencia de especies del género Amblyomma colectadas
sobre bovinos en este estudio sugiere que estos hospedadores no representan un
recurso de relevancia para el desarrollo de estas garrapatas en el norte de la provincia

de Misiones.

5.2. Caracterizacion espacial
Se colectaron sobre la vegetacion y sobre hospedadores un total de 16.044

garrapatas pertenecientes a 12 especies en tres ambientes distintos del norte de la

provincia de Misiones, Argentina, durante los dos afios de toma de muestras activa.

Los estadios inmaduros de la mayor parte de las especies halladas presentaron

menor especificidad de hospedador que los adultos, en concordancia con Nava y
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Guglielmone (2013) y Esser y col. (2016). Por ejemplo, los adultos de A. ovale se
encontraron casi exclusivamente sobre carnivoros, mientras que las formas inmaduras
se colectaron sobre marsupiales didélfidos, roedores, carnivoros y aves paseriformes,
es decir, los inmaduros se asociaron a especies hospedadoras sin relacion evolutiva
cercana. De la misma forma, los adultos de A. coelebs y A. brasiliense se colectaron casi
exclusivamente sobre Tapirus terrestris, mientras que los estadios inmaduros fueron
mas generalistas en cuanto a sus especies hospedadoras. El humano actuaria como un
hospedador ocasional de diferentes especies de ixddidos, en concordancia con

Guglielmone y col. (2006).

En cuanto a las aves capturadas, la mayor proporcidon correspondié a aves
paseriformes (81,4%), y entre estas, el género Turdus presentd la mayor prevalencia de

infestacién con garrapatas (21,7%).

Los estimadores de cobertura de las muestras de cada ambiente demostraron
que cerca del 100% de los individuos de las poblaciones de cada ensamble estarian
representados por las especies halladas en este estudio. El estimador de riqueza
especifica de Chaol correspondiente al ambiente de selva fue el Unico que mostré una
pequeiia diferencia con la riqgueza de especies hallada en dicho ambiente, debido al
gran numero de singletons y doubletons. Los estimadores del agroecosistema vy el
ambiente urbano fueron equivalentes a la cantidad de especies halladas en este
estudio. Las diferencias entre la riqueza especifica de los ambientes de selva,
agroecosistema y urbano podrian explicarse teniendo en cuenta la riqueza de especies
y la abundancia relativa de cada especie. Los valores obtenidos mostraron una
considerable diversidad de especies en el ambiente de selva acompafiado por una baja
equitabilidad, ya que se encontré una alta proporcién de especies raras, es decir

representadas por un bajo nimero de individuos.

El indice de similitud de biodiversidad de Horn entre los tres ensambles de
garrapatas de vida libre y entre los dos ensambles de garrapatas en su fase de vida
parasitica fue bajo. Los ambientes de selva y agroecosistema por un lado, y el
agroecosistema y urbano por el otro, ademas de ser ambientes contiguos (inclusive

contienen parches de vegetacién con estructuras similares), comparten algunos de los
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hospedadores de ixddidos reportados en este estudio, como D. aurita y N. nasua en el
primer caso y perros en el segundo. Por lo tanto, es de esperar que sus indices de
similitud sean mas altos que el resultante de comparar la biodiversidad del ambiente
de selva y el urbano. Sin embargo, las amplias diferencias observadas entre los
distintos ambientes indica que el establecimiento de algunas especies de garrapatas en
un ambiente dado no dependeria Unicamente de la presencia de hospedadores
adecuados, sino que la permisividad de estos ambientes responderia a factores
relacionados con otras caracteristicas ambientales como las condiciones de microclima
y la composicién de la vegetacidn. En cualquier caso, los resultados obtenidos en este
estudio indican que el ambiente de selva es un hdbitat mds propicio que el
agroecosistema y el urbano para muchas especies de garrapatas nativas, pero también
es mas desfavorable para R. sanguineus s.s. y R. microplus, las cuales son especies
exoticas establecidas exitosamente en ambientes modificados por actividades
humanas, donde sus principales hospedadores, caninos y bovinos respectivamente,

prevalecen.

La urbanizacidn y fragmentacién del habitat han sido analizadas como barrera
para la expansién de la distribucion geografica de diversas especies de garrapatas
(Estrada-Pena y col.,, 2008). Estos factores tienen una influencia dominante en la
abundancia de hospedadores y por ende, en la abundancia de garrapatas de vida libre.
A su vez, la conectividad entre paisajes de condiciones ambientales y climaticas
similares es central en el mantenimiento de poblaciones de garrapatas, ya que
condiciona la habilidad de las mismas para acceder a dichos habitats, afectando la
capacidad de colonizar y persistir en ellos. EI movimiento de poblaciones de
hospedadores entre distintos ambientes es también clave para entender las
diferencias en la composiciéon y abundancia de las distintas especies de garrapatas.
Estudios a campo han demostrado que entre parches ambientales de condiciones
similiares, aquellos con mayor presencia de hospedadores adecuados estuvieron
correlacionados con altas densidades de garrapatas /. ricinus. Sin embargo, parches de
habitat situados a mayores distancias de estos parches de alta abundancia y
movimiento de hospedadores, tendieron a presentar poblaciones de garrapatas

reducidas o ausentes, aun con condiciones climaticas y ambientales similares (Estrada-
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Pefia y col., 2008). Como se menciond anteriormente, en este estudio las zonas de
agroecosistema y de ambiente urbano contienen o se encuentran adyacentes a
parches de selva remanente, presentando condiciones climaticas similares y especies
de hospedadores y de vegetacién compartidas. Sin embargo, la diversidad de especies
de garrapatas en estos ambientes fue marcadamente menor a la del ambiente de selva
natural, lo cual puede estar asociado, entre otros factores ya sefialados, al bajo nivel

de conectividad entre los sitios de diferentes ambientes.

5.3. Variacion temporal
Con respecto a la distribucion temporal del nimero de garrapatas, no se

encontraron diferencias significativas entre el primer y el segundo ano de muestreo. La
ausencia de diferencias entre los dos afios de muestreo puede considerarse un
indicador de la ausencia de efecto de la metodologia utilizada para la colecta sobre la

abundancia de las distintas especies de garrapatas colectadas.

Los hallazgos sugieren que, en algunas especies como A. coelebs, A. brasiliense
y A. ovale, podria haber un ciclo de una generacidn por ano, pero mas de una cohorte
podria coexistir dentro de las poblaciones, ya que especimenes de diferentes estadios
se encontraron durante todo el ano tanto sobre la vegetacion como sobre los
hospedadores. Estos resultados concuerdan con los hallazgos realizados en otras
especies como I. ricinus en el sudoeste de Escocia (Walker, 2001), A. neumanni en el
noroeste de la provincia de Cordoba, Argentina (Nava y col., 2009b) y A. dubitatum en
la provincia de Corrientes, Argentina (Debarbora y col., 2014). Otras especies, como H.

juxtakochi, presentarian ciclos de una sola generacién por afio.

Las garrapatas en estadio de vida libre halladas en ambientes sin modificaciéon
antropica presentaron patrones bien marcados de distribuciéon estacional, con
diferencias significativas entre las estaciones en la abundancia de todas las especies
encontradas. Amblyomma brasiliense presentd un patrén caracteristico en todos sus
estadios, con diferencias significativas entre el verano y el invierno, una diferencia que
también se observo para las ninfas de A. coelebs y las ninfas y adultos de H. juxtakochi.

En el caso de las larvas de A. incisum y adultos A. ovale, se observo una diferencia
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significativa principalmente entre el otofio y la primavera, mientras que las larvas de H.

juxtakochi presentaron diferencias significativas solo entre el verano y la primavera.

En un estudio realizado en S3o Paulo, Brasil (Szabd y col. 2009), las ninfas de A.
incisum presentaron un pico de abundancia en primavera, los adultos en invierno y
verano, y las larvas estuvieron presentes solo en otofio e invierno. Las larvas de A.
brasiliense fueron mas abundantes durante el otofio, las ninfas y los adultos fueron
menos abundantes en otofio y en verano, respectivamente. Los adultos de A. ovale
fueron mas abundantes en primavera y verano (Szabd y col., 2009). En el presente
estudio, las ninfas de A. incisum fueron mds abundantes durante el invierno y los
adultos estuvieron presentes durante todo el afio sin mostrar diferencias significativas
entre las estaciones. Todos los estadios de A. brasiliense se comportaron de manera
similar a lo descrito por Szabd y col. (2009), asi como los adultos de A. ovale. Esto
sugiere que, en entornos similares a este (dos estudios de la Selva Atlantica), también
se espera que la dindmica temporal y espacial de las diferentes especies de garrapatas
sea similar, aunque con divergencias debido a la asociacién con factores externos,
como informaron otros autores, por ejemplo, para Amblyomma maculatum (Barker y

col., 2004) e Ixodes scapularis (Ogden y col., 2005) en Estados Unidos.

Con respecto a la distribucidn temporal de las garrapatas A. coelebs, los
estadios inmaduros fueron colectados durante todo el afio, mientras que la colecta de
adultos estuvo representada por pocos individuos durante los meses de primavera. Si
bien existen reportes sobre hallazgos de especimenes A. coelebs durante todas las
estaciones del afio en distintos paises de América Central y del Sur, no existe
informacién sobre aspectos ecoldgicos de esta especie, por lo que este es el primer
estudio que contempla sus variaciones temporales (Fairchild y col., 1966; Jones y col.,
1972; Guglielmone y col., 2006; Martins y col., 2013; Garcia y col., 2015). Por su parte,
no se cuenta con informacion sobre la dindmica temporal de los estadios inmaduros de
A. ovale, mientras que en este estudio se reporta la colecta de larvas A. ovale sobre la

vegetacion en verano y otofio, y de ninfas en otofio e invierno.

La ausencia de diferencias significativas en la distribucion temporal de las

garrapatas en su fase de vida parasitica puede deberse a la heterogeneidad de los
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hospedadores silvestres examinados, ya que los registros provienen de animales
capturados y atropellados, sobre los cuales la carga parasitaria puede subestimarse
(Piesman, 1991; Sobrino y col., 2012). Por el contrario, la distribucidn estacional de R.
sanguineus s.s. fue significativamente diferente entre las estaciones, con un aumento
de su abundancia en verano para ninfas y en primavera y verano para adultos. Esto se
encuentra en concordancia con una gran cantidad de trabajos que comprobaron que la
oviposicidon exitosa, la eclosion de huevos y la muda larval y ninfal son poco probables

en esta especie a bajas temperaturas (Dantas-Torres, 2010).

En los gréficos de las Figuras 17 a 21, que muestran la comparacion entre las
distribuciones temporales de las garrapatas encontradas sobre la vegetacidén y sobre
sus hospedadores, pueden observarse picos aparentes de mayor abundancia que se
corresponden entre la vegetacion y los hospedadores principales. Las ninfas de A.
brasiliense mostraron un mayor numero sobre la vegetacidn y una mayor abundancia
media sobre N. nasua en verano, al igual que las larvas de A. coelebs, cuya abundancia
media sobre D. aurita también fue mayor en verano. Por el contrario, las ninfas A.
coelebs tuvieron un mayor numero sobre la vegetacidon y una mayor abundancia media
sobre D. aurita durante el invierno. Los adultos de A. ovale, por otro lado, presentaron
picos de abundancia absoluta sobre la vegetacién y de abundancia media sobre N.
nasua en primavera. Los picos de mayor niumero de larvas de H. juxtakochi sobre la
vegetacién y sobre N. nasua ocurrieron durante el verano, mientras que los de las
ninfas ocurrieron en invierno. La abundancia de garrapatas colectadas sobre
hospedadores frecuentemente muestra fluctuaciones estacionales (Brunner y Ostfeld,
2008; Oorebeek y Kleindorfer, 2008; Nava y col., 2009c). Si bien las diferencias entre
estaciones para las abundancias de garrapatas colectadas sobre hospedadores no
fueron significativas en este estudio, es posible que las variables ambientales que
fluctian entre estaciones (como la humedad relativa y la temperatura) también

afecten las cargas parasitarias sobre dichos hospedadores en el norte de Misiones.

Se detectaron tanto adultos como garrapatas de estadios inmaduros de R.
microplus sobre los hospedadores, pero solo se consideraron los adultos para el
analisis de la abundancia media mensual. Los adultos de R. microplus estuvieron

presentes todo el afio sobre bovinos sin fluctuar demasiado entre temporadas. El
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patron de estacionalidad observado para R. microplus (ver Figura 21) sugiere que esta

especie tiene al menos cuatro generaciones por aino en el drea de estudio.

5.4. Modelos de parasitismo en hospedadores
El analisis de las garrapatas colectadas sobre hospedadores permitié evaluar la

influencia de variables relacionadas con el hospedador y el ambiente para explicar la
presencia y carga parasitaria de diferentes especies de garrapatas sobre dos especies
de mamiferos ubicuos de tamaifo medio en la regidon del Bosque Atlantico de
Argentina, a saber, D. qurita y N. nasua. Los modelos demostraron que la magnitud de
la influencia de ambos tipos de variables difiere entre las distintas especies y estadios

de garrapatas en su fase de vida parasitica.

Con respecto al sitio de captura del hospedador, se asocié una mayor carga
parasitaria de A. coelebs con los hospedadores que circulan en el drea del CIES y
Garganta, en contraste con los hospedadores que circulan en Estacion Cataratas y Dos
Hermanas. Los primeros dos sitios son los mas alejados del area de mayor presencia
turistica del PNI, mientras que los dos ultimos se encuentran en el epicentro de esta
zona, donde circulan diariamente personas y vehiculos, y donde se ubican los
restaurantes para turistas. Nasua nasua y D. aurita tienen una dieta omnivora y
generalmente se alimentan de residuos de origen antrépico, como ocurre en el area
turistica del PNI (Caceres y Monteiro-Filho, 2001; Alves-Costa y col., 2004). De acuerdo
con Costa y col. (2009), cuando no hay escasez de alimentos, los grupos de N. nasua no
viajan largas distancias, y segun Caceres y Monteiro-Filho (2001), D. aurita tiene un
rango de habitat muy pequefio de hasta 3 hectareas. Esto implicaria que los animales
gue circulan en el epicentro turistico del PNI, donde hay abundante suministro de
alimentos a partir de desechos humanos y de arboles frutales, no se trasladarian largas
distancias hacia otras areas. Un rango de habitat mas reducido podria implicar una
menor tasa de encuentros entre parasitos y hospedadores y conducir a una menor
carga de garrapatas en estos hospedadores (Calabrese y col., 2011). Ademas, la
presencia de grandes mamiferos como P. onca, P. concolor, T. terrestris y Mazama
americana, hospedadores principales de los estadios adultos de las especies de
garrapatas halladas en este trabajo (Nava y col., 2017), es menos frecuente en estas
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areas con mayor grado de disturbio antrdpico, lo que podria ocasionar una menor
abundancia de garrapatas en el ambiente. Es posible inferir, entonces, que ambos
factores podrian afectar las cargas parasitarias de especies como A. coelebs, las cuales
serian menores en animales que circulan en areas donde el movimiento turistico es
intenso. Se puede sefialar que, en areas de alto impacto turistico, los ejemplares de N.
nasua y D. aurita tendrian todo a favor: menos presidn de grandes depredadores, facil

acceso a alimentos de origen humano y menores cargas parasitarias.

La variable estacién fue importante para explicar la carga de ninfas de A.
coelebs y la presencia de larvas y ninfas de H. juxtakochi sobre N. nasua. Existen
estudios previos en los cuales la estacién fue la variable con la mayor capacidad para
predecir las cargas de garrapatas (Goodwin y col., 2001; Brunner y Ostfeld, 2008). En
este sentido, la fluctuacidn estacional del numero de garrapatas de los diferentes
estadios parasiticos de las especies consideradas en este trabajo es usual en areas
pertenecientes a la selva atlantica (Szabd y col., 2009). En este estudio, las ninfas de A.
coelebs y H. juxtakochi presentaron picos de abundancia en invierno, mientras que las
larvas de H. juxtakochi fueron mas abundantes en verano. Estos resultados estan en

linea con los obtenidos mediante los modelos matematicos de parasitismo.

Ademas de los hospedadores, la abundancia y presencia de los diferentes
estadios de garrapatas dependen de factores ambientales como la humedad relativa,
la temperatura y el déficit de saturacion (Estrada-Pefia, 2008), los cuales fluctuan
estacionalmente. Por lo tanto, es esperable descubrir patrones estacionales en
garrapatas colectadas sobre sus hospedadores en el norte de Misiones, donde se
presentan diferencias en las precipitaciones, temperatura y humedad del ambiente en

las distintas estaciones (https://www.smn.gob.ar/estadisticas).

Un mayor peso corporal estuvo asociado a mayores cargas de ninfas de A.
coelebs tanto sobre N. nasua como sobre D. aurita. Se estima que el peso de los
hospedadores puede afectar las cargas parasitarias por influencia de la cantidad de
recurso disponible para los pardsitos (Patterson y col., 2008). Los resultados obtenidos
para las ninfas de A. coelebs van en esta direccidn, y son consistentes con un estudio

elaborado por Harrison y col. (2010), quienes descubrieron un efecto positivo de la
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masa corporal sobre la carga de larvas de |I. ricinus sobre los roedores Apodemus

sylvaticus en el norte de Irlanda.

Nasua nasua es un hospedador habitual de adultos de A. ovale (Magalhaes-
Matos y col., 2017). La prevalencia de adultos de A. ovale fue mayor sobre N. nasua
machos que sobre hembras. Esto podria explicarse por el hecho de que los coaties
forman grupos estructurados por hembras adultas, juveniles y/o cachorros vy
eventualmente algunos machos adultos, mientras que los machos adultos usualmente
son solitarios (Beisiegel, 2001). Los individuos de N. nasua que viven en grupos
tipicamente muestran comportamiento de acicalamiento entre individuos, durante el
cual se remueven ectoparasitos. Esta situacién no ocurre en los machos solitarios.
Ademas, la remocion de ectoparasitos podria ser dependiente del tamafio de las
garrapatas, ya que solamente los adultos A. ovale presentaron diferencias en sus
abundancias entre sexos. Esta hipdtesis es consistente con un estudio desarrollado por
Gompper (2004) sobre garrapatas infestando Nasua narica en Panamd. A su vez, la
mortalidad de las garrapatas debida al acicalamiento o a la resistencia adquirida por
los hospedadores podria ser dependiente de la densidad de las mismas, la ultima
debida a la activacién de mecanismos de inmunidad adquirida mediados por células,
los cuales muchas veces dependen de la densidad de pardsitos (Ogden y col., 2002). En
este caso, las poblaciones de A. ovale podrian verse también auto-reguladas por
mecanismos activados frente a altas cargas parasitarias. En definitiva, diferentes
especies hospedadoras también pueden tener habitos de acicalamiento mas o menos
frecuentes, y distinta capacidad para expresar resistencia innata o adquirida hacia las
garrapatas, lo cual condicionaria la proporcion de garrapatas que sobreviven a su

etapa de vida parasitica.

Con respecto a las diferencias en los valores de AIC arrojados, en algunos casos
el AAICc de los modelos simplificados fue menor a dos unidades. Por ejemplo, en el
caso de las cargas de ninfas de A. coelebs sobre D. aurita, mantener la variable peso en
el modelo dio como resultado un AAICc de 1,8, mientras que sacar esta variable
provoco que el AAICc aumentara a 2,671. La diferencia es muy pequefia y se deberia
evaluar si es correcto eliminar la variable peso del modelo cuando tiene un efecto

significativo (p=0,011). Posiblemente, el consenso de dos unidades de AAICc para
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mantener o eliminar variables deberia ser mas flexible en casos como este, donde la
variable en cuestiéon también influye significativamente en la carga de ninfas A. coelebs
en otro modelo de hospedador (N. nasua). Algo similar sucedié con las larvas de A.
coelebs. El AAICc para el sitio fue de 1,741 en el modelo de D. aurita, pero esta variable
demostré ser importante para explicar la presencia de larvas sobre N. nasua, por lo

que se considerd su conservacién en el modelo.

Algunas variables que disminuyeron en mds de dos unidades el AICc del
modelo, como la edad para la presencia de ninfas A. brasiliense y larvas de A. ovale,
tenian un valor de p superior a 0,05. Sin embargo, estas variables fueron importantes
en los modelos para mantener su AlCc bajo, por lo que se deberia considerar la
aceptacion de un nivel de significancia de 0,09 para estudios como este, en los que se
encuentran variables significativas para explicar la presencia de especies de
ectoparasitos con niveles muy agregados e incluso a veces distribuciones infladas en

ceros.

5.5. Deteccion de agentes Rickettsiales
En este estudio no se hallaron muestras positivas a bacterias del género

Ehrlichia en ninguna de las muestras analizadas. Como se menciond anteriormente, los
hallazgos de ehrlichias en garrapatas en Argentina corresponden a E. canis en la
provincia de Formosa, reportes de E. chaffeensis en Santiago del Estero y Corrientes,
Ehrlichia sp. cepa San Luis y Ehrlichia sp. cepa Cérdoba en las provincias homdnimas, y
Ehrlichia sp. cepa San Luis en Santiago del Estero (Tomassone y col., 2008; Cicuttin y
col., 2015; Cicuttin y col., 2017; Monje y col., 2018; Guillemi y col., 2019). Trabajos
recientes demostraron que existen diferencias en la competencia vectorial entre los
linajes “tropical” y “templado” de las garrapatas del grupo R. sanguineus para
transmitir E. canis en Sudamérica. Mientras que las del linaje “tropical” constituyen
vectores altamente competentes, las del linaje “templado” no lo son (Moraes-Filho y
col., 2013; 2015; Cicuttin y col., 2015). En este trabajo, todos los especimenes del
grupo R. sanguineus analizados pertenecieron al linaje “templado”, determinado como
R. sanguineus s.s. por Nava y col. (2018), por lo que la ausencia de infecciéon con E.
canis en estos especimenes esta en concordancia con lo reportado por otros autores.
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Un porcentaje alto de las muestras de tejidos de hospedadores analizadas
fueron positivas a la amplificacion de un fragmento del gen 16S de Ehrlichia y
Anaplasma y de un fragmento del gen mspla de Anaplasma. Estos resultados sugieren
la presencia de bacterias de este género en tejidos de Oligoryzomys cf. O. nigripes, N.
nasua y Oxymycterus cf. O. misionalis, siendo necesaria la continuidad de este estudio
para alcanzar una determinacién a nivel especifico mds precisa y estimar su real

importancia veterinaria y para la salud publica.

En la actualidad, una gran variedad de genes rickettsiales han sido propuestos
para definir el género y especie, entre ellos: 16S rRNA, gltA, ompA, ompB y scad. En
particular, el uso de los genes gltA y ompB permiten una discriminacion confiable de
las especies de Rickettsia de los grupos tifus y fiebres manchadas, mientras que ompA
permite una mejor caracterizaciéon entre las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas (Roux y col., 1996; 1997). Estos tres genes se utilizaron en este estudio

para la caracterizacion de las especies del género Rickettsia.

La amplificacion de un fragmento del gen gltA sumado a la falta de
amplificacién de los genes ompA y ompB a partir del ADN extraido de garrapatas
sugirio la presencia de rickettsias que no pertenecen al grupo de las fiebres
manchadas, lo cual fue confirmado mediante el anadlisis de las secuencias y la
identificacion de las bacterias como R. bellii. Estas bacterias han sido halladas
infectando una gran variedad de especies de garrapatas distribuidas por todo el Nuevo
Mundo (Pinter y Labruna, 2006; Labruna y col., 2007a; Mcintosh y col., 2015; Erster y
col.,, 2015), y este estudio demuestra que esta especie también se distribuye
ampliamente entre especies de garrapatas y animales silvestres y domésticos en

Argentina.

Este trabajo proporciona evidencia sobre la infeccion de A. ovale con R. parkeri
cepa Atlantic rainforest en Argentina. El nexo epidemioldgico entre A. ovale, la cepa R.
parkeri de la selva atlantica y los casos humanos de rickettsiosis ha sido establecido en
Brasil en dreas donde los perros domésticos usualmente se infestan con A. ovale
cuando acceden a zonas con parches remanentes de selva atldntica (Barbieri y col.,

2014). Estas zonas comparten caracteristicas ambientales con la provincia de Misiones,
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donde existen viviendas en dareas rurales en contacto cercano con dareas forestales
remanentes, y los perros tienen acceso permanente al bosque donde se infestan con
garrapatas A. ovale, que son luego transportadas a los hogares. Por lo tanto, el ciclo de
transmisién de R. parkeri cepa Atlantic rainforest observada en Brasil podria
extrapolarse a Argentina. El escenario eco-epidemioldgico de las garrapatas en la
provincia de Misiones se parece incluso mas al de Brasil considerando que, en ambas
locaciones, las poblaciones de A. ovale también suelen encontrarse infectadas con R.

bellii (Labruna y col., 2004a; Szabd y col., 2013).

Debido a que los especimenes infectados con R. parkeri cepa Atlantic rainforest
en este estudio fueron colectados alimentandose sobre un hospedador, no es posible
establecer la transmisién transestadial del patégeno, ni la capacidad vectorial de las
garrapatas. Como sefialan Kahl y col. (2002), las garrapatas colectadas sobre
hospedadores que contienen patégenos pueden ser vectores o no, porque casi todos
los artropodos hematdfagos que se alimentan de hospedadores reservorios pueden
ingerir algunos microorganismos con la sangre. Por esta razén, los reportes de
asociaciones crudas entre patdgenos vy garrapatas ingurgitadas o extraidas
alimentandose de hospedadores solo han favorecido la confusion sobre las relaciones
entre las garrapatas, sus hospedadores y los patdégenos transmitidos por garrapatas
(Estrada-Pefia y col., 2013). Sin embargo, en el caso de R. parkeri cepa Atlantic
rainforest, estos factores han sido estudiados experimentalmente y comprobados por
investigadores en Brasil, demostrando que A. ovale puede mantener y transmitir esta
rickettsia por via transestadial y transovarica por al menos dos generaciones, y que
larvas, ninfas y adultos de esta especie son vectores competentes (Krawczak y col.,
2016b). Por lo tanto, la informacién clinica y epidemioldgica disponible hasta el
momento implican a las garrapatas A. ovale como vectores y reservorios de R. parkeri
cepa Atlantic rainforest en Brasil, despertando la alerta al hallar este patdgeno
circulando en garrapatas A. ovale o sus hospedadores en una zona de caracteristicas
ambientales y climaticas similares en Misiones, donde no existen datos oficiales sobre
casos humanos de rickettsiosis asociadas a escara (la presencia de todas las especies
de Rickettsia halladas en este trabajo representa su primer registro en la provincia de

Misiones).
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Debido a que A. ovale es hallada frecuentemente sobre humanos en
Sudamérica (Guglielmone y col., 2006), es posible que esté actuando como el vector
principal de R. parkeri cepa Atlantic rainforest en la regién. Un total de ocho
garrapatas de la especie A. ovale fueron halladas parasitando humanos durante este
estudio y otros proyectos de investigacidn, luego de recorridas de senderos en
ambientes de selva. Teniendo en cuenta que solamente 32 garrapatas A. ovale en
estadio de vida libre fueron colectadas sobre la vegetacion mediante arrastre de pafio
de tela, junto a los ocho especimenes colectados sobre humanos en el mismo
ambiente (40 en total), la proporcién de garrapatas de esta especie que logré
eficazmente adherirse a humanos es muy alta (20,0%). Cabe destacar que los
investigadores fueron revisados poco después de terminado el trabajo de campo vy las

garrapatas fueron removidas inmediatamente.

Con respecto a las tasas de infeccidn con R. bellii halladas en este estudio, se
encontré una diferencia cercana al doble de infeccién entre garrapatas A. ovale
colectadas sobre la vegetacién y sobre hospedadores. Es posible que los hospedadores
vertebrados actien como amplificadores de estas rickettsias, como ocurre con otras

especies como R. rickettsii en Hydrochoerus hydrochaeris (Souzay col., 2009).

A su vez, se observd una tasa relativamente baja de infecciéon con R. parkeri
cepa Atlantic rainforest y R. amblyommatis en comparacién a las tasas de infeccién
con R. bellii. Algunos autores han sugerido que la infeccién con una especie de
Rickettsia en una poblacién puede minimizar o incluso inhibir la transmisidon de otra
especie debido a algun “fendmeno de interferencia” cuyos mecanismos ain no han
sido esclarecidos (Burgdorfer, 1988; Macaluso y col., 2002; Labruna y col., 2004a; Sakai
y col., 2014; Rivas y col., 2015; Wright y col., 2015; Levin y col., 2018). Es posible que
exista competencia interespecifica entre R. bellii y otras especies de Rickettsia en el
norte de Misiones, lo cual explicaria la baja tasa de infeccidn con R. parkeri cepa
Atlantic rainforest. En este sentido, la infecciédn con un posible simbionte desplazaria a
la especie patdégena, minimizando la exposicién potencial de humanos a rickettias
patdgenas transmitidas por una de las especies de garrapatas —A. ovale- mas

antropofilicas de la region.
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Las tasas de infeccion con bacterias del género Rickettsia variaron ampliamente
entre especies de hospedadores y de garrapatas. Algunos autores han sugerido un
posible efecto de dilucidon de los patégenos asociado a la densidad y diversidad de
reservorios competentes. En este sentido, la probabilidad de una garrapata de
encontrar un individuo hospedador que sea un reservorio competente dependeria,
entre otras variables, de la densidad relativa de estas especies (Keesing y col., 2006).
En la practica, esta hipdtesis podria ser probada solo en algunos casos, ya que no tiene
en cuenta multiples variables que afectan la diversidad, abundancia, tasa de infeccidn,
capacidad vectorial y de reservorio, entre otras, que deben ser cuantificadas para
precisar el efecto real de la dilucién. Por lo tanto, aln teniendo en cuenta que una alta
abundancia de reservorios no competentes podria disminuir la tasa de infeccién de los
vectores, otros factores (como la afinidad por hospedadores humanos) podrian
favorecer los ciclos de transmisién de patégenos en ciertas circunstancias (Randolph y

Dobson, 2012).
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El objetivo de este trabajo fue estudiar aspectos ecoldgicos y epidemioldgicos
de las garrapatas en distintas unidades ambientales del norte de la provincia de
Misiones, una zona donde no existia este tipo de informacidn hasta el presente. Con
este fin, se realizaron dos afios de colecta de muestras mensuales, estacionales y
ocasionales. La informacion recabada permitié realizar el analisis de la riqueza
especifica, los hospedadores, las dindmicas espaciales y temporales de las especies de
garrapatas del norte de Misiones, y detectar bacterias rickettsiales que circulan en la

region.

Este estudio demuestra que la estructura del paisaje y su conectividad serian
factores importantes para entender tanto la abundancia de hospedadores favorables
al mantenimiento y expansion de las poblaciones de especies de garrapatas nativas y
exoticas, como las diferencias en la abundancia y diversidad de las mismas entre los

distintos ambientes analizados.

Por otra parte, se demostré que algunas especies estdn presentes solo en
algunas estaciones del afio y otras estan presentes durante todo el afio con picos de
abundancia estacionales. Ademas, la informacién colectada sugiere que las
condiciones climaticas y ambientales son propicias para que ninguna especie de
garrapata establecida en el norte de Misiones tenga la necesidad de realizar diapausas

en ningun momento del afio.

Dado el contacto intimo y prolongado entre las garrapatas y los hospedadores,
y el periodo de tiempo aun mas largo de las garrapatas en su fase de vida libre, no estd
claro si el rango de distribucidn de las garrapatas estd limitado principalmente por
factores relacionados a los hospedadores o a factores abidticos del ambiente. Cuanto
menos especifica es la relacidn pardsito-hospedador, es menor la probabilidad de que
el hospedador sea un factor limitante de la distribucion. Este estudio demostré que
algunas especies de garrapatas estdn presentes en una variedad de ambientes en
mayor numero que otras, y que presentan distintas distribuciones temporales con
picos estacionales. Esta informacion podria ser de utilidad para estrategias de

vigilancia y prevencion de enfermedades transmitidas por garrapatas, ya que brinda la
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posibilidad de identificar zonas y momentos de mayor riesgo de infestacion por

garrapatas.

Finalmente, se destacd la importancia de los mamiferos medianos para el
mantenimiento de estadios inmaduros de las garrapatas que se encuentran en la
region de la selva atlantica de Argentina. Dependiendo de los estadios y las especies de
garrapata, tanto las variables ambientales (por ejemplo, el grado de disturbio
antrépico) como las del hospedador podrian modular las cargas parasitarias. Dado el
elevado nivel de interacciones entre dos mamiferos medianos como N. nasua y D.
aurita y los humanos en areas protegidas y en sitios de asentamientos humanos
cercanos a las areas protegidas del bosque atldntico en la provincia de Misiones, estos
hospedadores podrian desempefiar un papel importante en los ciclos enzodticos de
patégenos zoondticos transmitidos por garrapatas. Estos hechos destacan la relevancia
de evaluar las multiples variables que pueden tener un impacto en la presencia y carga

de garrapatas sobre hospedadores silvestres.

El conocimiento sobre el uso de hospedadores y la dindmica temporal y
espacial de la abundancia de garrapatas es necesario para comprender el riesgo de
transmisién de patdégenos transmitidos por garrapatas. De hecho, las estrategias de
control de garrapatas deberian basarse en la informacién existente sobre la
distribucién espacial y temporal y las preferencias climaticas y de hospedadores de las
garrapatas. En este sentido, este trabajo proporciona informacién sobre todos estos
temas para las garrapatas presentes en ambientes con diferente grado de disturbio

antropogénico en la ecorregion de la Selva Atlantica de Argentina.

Segin la informacion obtenida, existen rickettsias patégenas y de
patogenicidad aun desconocida circulando en distintos ambientes en la provincia de
Misiones. Es posible que también existan casos humanos de rickettsiosis transmitidas
por garrapatas que se originan por el estrecho contacto con ambientes naturales de
selva debido a las actividades humanas. Estas circunstancias definen una alta tasa de
exposiciéon de los trabajadores rurales y del monte, los habitantes de espacios
periurbanos y los turistas de todo el mundo a la infestacion con garrapatas

antropofilicas como A. ovale, lo que determina un alto riesgo de transmisién de
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bacterias como R. parkeri cepa Atlantic rainforest y destaca la necesidad de estudios
adicionales sobre la eco-epidemiologia de las garrapatas y su relevancia para la salud
publica en la provincia de Misiones. También es necesario desarrollar estrategias para
incrementar el conocimiento publico sobre el riesgo de picaduras de garrapatas e
infecciones con patdgenos, e informar sobre los métodos de proteccién contra las

garrapatas.

El conocimiento sobre las rickettsiosis humanas por parte de los médicos
clinicos en Misiones es limitado y esta rickettsia en particular produce sintomas leves,
por lo que es posible que los casos en humanos estén siendo subdiagnosticados. Las
instituciones de salud publica involucradas en el diagndstico y tratamiento de estas
enfermedades deben tener en cuenta la posibilidad de que se presenten casos de

rickettsiosis causados por esta cepa.

En todo caso, el conocimiento de las -caracteristicas ecoldgicas vy
epidemioldgicas de las garrapatas y rickettsias es el primer escaléon para mejorar el
diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades transmitidas por garrapatas. A
medida que el conocimiento sobre el comportamiento, la distribucién vy los
requerimientos de las distintas especies de garrapatas aumenta, es necesario integrar
la informacidn para llegar a conclusiones concretas que permitan generar tdacticas de
regulacién de las poblaciones de garrapatas. Para este fin, los programas disponibles
para el modelado matemdatico de los datos constituyen herramientas cémodas,

accesibles y flexibles.

Este estudio mostré que los casos de infecciones rickettsiales no estan
distribuidos de forma homogénea en las poblaciones de garrapatas. Infecciones
experimentales utilizando modelos animales con estos agentes de patogenicidad

desconocida son necesarias.

Los patrones espaciales y temporales estan intimamente ligados a los ciclos de
transmisién de enfermedades transmitidas por garrapatas, y al contar con bases de
datos abundantes y sistematicas, es posible detectar estos patrones. En estudios
futuros, se considera ampliar el muestreo a toda la provincia, agregar a los modelos

informacién remota proporcionada por imdagenes satelitales y volcar resultados en
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salidas cartograficas. De esta forma, se contara con datos y herramientas que
permitiran evaluar riesgos de exposicién a mordeduras de garrapata en un escenario

de permanentes modificaciones del paisaje.

Lineas de investigacion propuestas no abordadas en este estudio:

v Disefio y evaluacién de métodos de control para R. microplus adaptados a las
condiciones ecolégicas y de manejo de la provincia de Misiones.

v’ Estudio de la epidemiologia de Babesia bovis, Babesia bigemina y A. marginale
en la provincia de Misiones.

v Determinacién de la circulacién de rickettsias en humanos mediante pruebas
seroldgicas, con el fin de definir el impacto sanitario potencial de estos
patdgenos en la provincia de Misiones.

v' Ajustar métodos de diagndstico para bacterias de los géneros Ehrlichia y
Anaplasma tanto en garrapatas como en vertebrados.

v Determinar con mayor precision el rol de los mamiferos silvestres como

reservorios o como amplificadores de bacterias transmitidas por garrapatas.
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ANEXO 1. Numero de garrapatas colectadas sobre Nasua nasua y Didelphis

aurita en el Parque Nacional Iguazu. j: juvenil; a: adulto; H: hembra; M:
macho.

Especie
hospedadora

Estacion

Sitio

Edad Sexo

Amblyomma brasiliense

Peso Larvas Ninfas Machos

(kg)

Larvas

Amblyomma
coelebs

Ninfas

Amblyomma ovale

Larvas Ninfas Hembras Machos

Larvas

Haemaphysalis
Jjuxtakochi

Ninfas

Nasua nasua

Verano

Otofio

Invierno

Primavera

CIES
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Cataratas
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Tabla Anexo 1.
(continuacion)

Amblyomma brasiliense Amblyomma Amblyomma ovale Ha‘e maphysql/s
coelebs Jjuxtakochi
Especie Estacion Sitio Edad Sexo Peso Llarvas Ninfas Machos Larvas  Ninfas Larvas Ninfas Hembras Machos Larvas  Ninfas
hospedadora (kg)
Nasua nasua  Invierno Estacion a M 5,7 1
Cataratas a H 4,6 1 4
j H 2 3
i M 21 4
j H 1,9 1
i H 1,5 2
j H 1,6 4 1
j H 1,9 1 1 1
a M 49 1 2
a M 48
j M 2 1 3 1
j M 2
a H 4,2 4
a H 4 5
a H 4,9 4
a H 45 1
a H 3,4 4 7
a M 6,2 1
a H 3,6 1 5
Otofio Dos a H 5 1
Hermanas j M 2,2 1
j M 2,4 1
a H 4,3
Estacion a M 59 5
Cataratas a M 5,5 3
a H 4,1 2
i H 1,9 1 1
a H 41 3
a H 41 2
a H 3,2 1 2
a M 6,5
a H 3,3 3
CIES a H 4,3 2
Garganta a M 3,9 1 2 15 2
a H 3,9 2 2 11 1
a M 5,5 1
a H 39 3 24
a H 3,6 1 1 39 1 1
Viejo
Hotel a H 4 2
Didlephis Verano CIES a M 1,2 14 4
aurita Otofio CIES a M 0,9 3 1
a H 0,6 2 3 2
Apepu a M 0,4 2 16
a H 0,8 2 1
Invierno CIES a H 1 6 76
a M 0,8 1 2 69
a M 0,9 2 38
a H 0,8 2 62
a H 1 1 13
a H 0,8 12
a H 0,6 2 17 1
a H 0,6 14
Primavera CIES a M 0,4 9 2 17
a H 1 2
a H 1,3 21 3 4
a M 1 1 8
a H 0,4 22 5
a M 1 4 5
Verano Apepu a M 0,3 3 2
a M 1,2 115 18
a M 0,8 3
a H 0,6 1 1 5
a H 1,1 4 17
Primavera Apepu a H 0,8 11
a M 1 25
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ANEXO 2: Trabajos publicados en relacion al estudio eco-
epidemiologico de las garrapatas del norte de Misiones

~ Lamattina D, Nava S. 2016. Ticks infesting humans in northern Misiones,
Argentina. Medicina (Buenos Aires). 76: 89-92.

~ Lamattina D, Venzal JM, Guglielmone AA, Nava S. 2016. Ixodes schulzei Aragdao &
Fonseca, 1951 in Argentina. Systematic and Applied Acarology. 21: 865-867.

~ Lamattina D, Venzal JM, Costa SA, Arrabal JP, Flores S, Berrozpe PE, Gonzalez-
Acuiia D, Guglielmone AA, Nava S. 2018. Ecological characterization of a tick
community across a landscape gradient exhibiting differential anthropogenic
disturbance in the Atlantic Forest ecoregion in Argentina. Medical and veterinary
entomology. https://doi.org/10.1111/mve.12295

~ Lamattina D, Costa SA, Arrabal JP, Venzal JM, Guglielmone AA, Nava S. 2018.
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mammals in the Atlantic Rainforest region of Argentina. Ticks and tick-borne
diseases. 9: 1451-1458.

~ Lamattina D, Tarragona EL, Nava S. 2018. Molecular detection of the human
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Argentina. Ticks and tick-borne diseases. 9: 1261-1263.
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