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RESUMEN. El objetivo del estudio fue detectar especies del género Rickettsia en garrapatas de la especie Amblyomma tigrinum
colectadas sobre carnivoros domésticos y en sangre de caninos domésticos de la provincia de San Luis (Argentina). Entre 2013 y 2015 se
colectaron 56 garrapatas adultas de la especie A. tigrinum sobre caninos y felinos domésticos, y se obtuvieron 65 muestras sanguineas
de caninos. Tres garrapatas resultaron positivas mediante la amplificacion de un fragmento del espacio intergénico 235S-5S ARNr del
género Rickettsia, lograndose secuenciar uno de los productos positivos. La muestra positiva secuenciada también resulté positiva por
PCRs de los fragmentos de los genes gltA y ompA. Las secuencias obtenidas resultaron tener una identidad del 100 % de identidad con
“Candidatus Rickettsia andeanae”. Todas las muestras sanguineas resultaron negativas. “Ca. R. andeanae” no ha sido asociada con
enfermedad en humanos o animales, sin embargo, es necesario realizar nuevas investigaciones para lograr un mayor conocimiento del
riesgo potencial de transmision de rickettsiosis en la regién.

SUMMARY. “Candidatus Rickettsia andeanae” in Amblyomma tigrinum ticks from San Luis (Argentina). The aim of this
study was to detect species of Rickettsia in Amblyomma tigrinum ticks collected from domestic carnivores and blood of domestic dogs
of San Luis (Argentina). Between 2013 and 2015, 56 adults of A. tigrinum from dogs and cats and 65 blood from dogs were collected.
Three ticks were positive by amplification of a 235-5S rRNA fragment, and the sequence of one of the positive products was obtained.
The positive sample sequenced was positive by PCRs of fragments of genes g/tA and ompA. The sequences obtained were 100% identical
with "Candidatus Rickettsia andeanae". All blood samples were negative. “Ca. R. andeanae” has not been associated with disease in
humans or animals; however, further research is necessary to achieve greater awareness of the potential risk of transmission of
rickettsial diseases in the region.
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Introduccidon Cricetidae (Sigmodontinae) y Caviidae (Caviinae), y aves
(Nava et al.,, 2006). Los adultos se encuentran en
carnivoros (domésticos vy silvestres), aunque pueden
parasitar a otros mamiferos grandes, incluyendo al
hombre (Guglielmone et al., 2000; Romer et al., 2014).
Estudios realizados en Cérdoba, indicaron que todos los
estadios de A. tigrinum estan activos durante el afio,
probablemente con mas de una generacion por afio. Las
larvas y ninfas presentan un pico de abundancia entre
fin de primavera y mitad de otofio, mientras que los
adultos se encuentran principalmente en el verano
(Guglielmone et al., 2000; Nava et al., 2009). La gran
capacidad adaptativa de esta especie de garrapata
posiblemente esté relacionada con su parasitismo en

Amblyomma tigrinum (Acari: Ixodidae) es una especie
de garrapata neotropical distribuida desde Venezuela a
Argentina, con una gran plasticidad adaptativa a
diferentes ecosistemas, y forma parte del grupo
Amblyomma maculatum, que incluye a A. maculatum,
A. tigrinum y Amblyomma triste (Guglielmone et al.,
2000; Estrada-Pefia et al., 2005). En Argentina, la
distribucién de esta especie es amplia, abarcando todas
las regiones fitogreogréficas al norte del paralelo 402 S
(Guglielmone et al., 2000). Los principales hospeda-
dores para larvas y ninfas son roedores de las familias
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carnivoros domésticos, con lo cual presenta un ciclo de
vida ligado a microhabitats y/o factores locales que
contribuyen a su plasticidad ambiental (Guglielmone et
al., 2000; Nava et al., 2006).

En A. tigrinum se detectaron distintas rickettsias, tales
como Rickettsia parkeri en Bolivia (Tomassone et al.,
2010b), Uruguay (Lado et al., 2014) y Argentina (Romer
et al.,, 2014; Linares, no publicado), “Candidatus
Rickettsia andeanae” en Argentina (Saracho-Bottero et
al., 2015) y Chile (Abarca et al., 2013) y Rickettsia bellii
en Argentina (Tomassone et al., 2010a). Por otra parte,
“Ca. R. andeanae” fue descripto por primera vez en A.
maculatum e Ixodes boliviensis de Peru, y posterior-
mente en A. maculatum de EEUU y otras especies de
garrapatas de Argentina, Brasil y Chile (Paddock et al.,
2015).

El objetivo del presente estudio fue detectar especies
del género Rickettsia en garrapatas A. tigrinum colec-
tadas de carnivoros domésticos y en sangre de caninos
domeésticos de San Luis (Argentina).

Materiales y Métodos

Entre 2013 y 2015, con el consentimiento de los pro-
pietarios, se colectaron garrapatas de caninos de la
localidad de Merlo (32°2052”S, 65°00'57”0) y de
felinos de la localidad de Cortaderas (32°30'24” S,
64°59'02” 0), en la provincia de San Luis (Argentina).
Los especimenes se mantuvieron en etanol al 70 %
hasta su identificacion siguiendo las claves descriptas
en Estrada-Pefia et al. (2005). Complementariamente,
mediante venipuncién de vena cefalica antebraquial, se
tomd sangre entera con anticoagulante EDTA de
caninos de Merlo (San Luis). La sangre se mantuvo a -
209C hasta su procesamiento.

Las localidades de Merlo y Cortaderas se sittan en el
noreste de la provincia de San Luis, sobre la ladera
occidental de las Sierras Comechingones. Presentan un
clima templado subhimedo serrano con una tempe-
ratura media anual de 202 C y 600 mm de precipi-
taciones anuales (Del Vitto et al., 1994).

El ADN fue extraido de las garrapatas y de las muestras
sanguineas mediante el High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany) si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé agua
libre de nucleasas como control negativo de extraccion.

En primer término se realizé una PCR de tamizaje para
detectar el género Rickettsia, mediante la amplificacion
de una porcién del espacio intergénico 23S-5S ARNr
(Jado et al., 2006), siguiendo la metodologia descripta
por los autores. A las muestras positivas se les realiza-
ron otras dos PCRs para una mejor caracterizacion
genética, mediante cebadores para un fragmento del
gen de la citrato sintasa (g/tA) (Labruna et al., 2004) y
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para un fragmento del gen de proteina de membrana
externa (ompA) (Regnery et al., 1991). Rickettsia
massiliae fue utilizada como control positivo.

Los productos amplificados fueron purificados con
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, USA) y secuenciados en un secuenciador 3500
Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EEUU). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con secuencias disponibles en GenBank,
mediante BLAST (www.ncbi.nIm.nih.gov/blast).

El alineamiento mdltiple fue realizado con el algoritmo
CLUSTAL W y la construccién del arbol filogenético fue
hecha con el software MEGA versidon 5 (Tamura et al.,
2011). Para cada gen analizado, un filograma fue
construido usando el método del vecino mas cercano
(neighbor-joining, NJ) y los pardmetros del modelo
Tamura-Nei. Los valores de confianza para cada rama
de los darboles resultantes fueron determinados me-
diante 1000 replicaciones de remuestreo (bootstrap).

Las secuencias obtenidas en este estudio fueron
depositadas en la base de datos GenBank con los
siguientes numeros de acceso: KX576679 (fragmento
espacio intergénico 23S-5S ARNr), KX576677 (frag-
mento del gen gltA) y KX576678 (fragmento del gen
ompA).

Resultados

En total se colectaron 56 garrapatas (23 sobre caninos
y 32 sobre felinos) y todas fueron identificadas como
adultos de A. tigrinum. Ademas, se obtuvieron 65
muestras sanguineas de caninos.

En la PCR para el fragmento del espaciador intergénico
23S-5S del género Rickettsia, 3 garrapatas resultaron
positivas (5,4 %), mientras que todas las muestras
sanguineas fueron negativas. Las garrapatas positivas
fueron colectadas sobre los felinos. Uno de los tres
positivos pudo ser secuenciado, resultando en un 99,1
% de identidad respecto a Rickettsia raoultii (CP010969)
y 98,8 % con Rickettsia montanensis (KJ796427). La
disponibilidad de secuencias del fragmento del espa-
ciador intergénico 23S-5S de especies de Rickettsia
presentes en Sudamérica es limitada, impidiendo un
diagndstico especifico en muchos casos, y resultando
s6lo informativo a nivel genérico.

La muestra positiva secuenciada también resulté posi-
tiva a las PCRs de los fragmentos de los genes gltA y
ompA. La secuencia obtenida del fragmento gl/tA
resulté en un 100 % de identidad con “Ca. R. andeanae”
detectado en garrapatas Amblyomma parvum de Cor-
doba (Argentina, EF451001) y Brasil (KT153033) y A.
maculatum de Perd (GU169050), entre otras, y un 99,7
% con “Ca. R. andeanae” detectada en garrapatas A.
tigrinum de Tucuman (Argentina, KT878724). Mientras
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que la secuencia obtenida del fragmento ompA resulto
en un 100 % de identidad con “Ca. R. andeanae”
detectada en garrapatas A. tigrinum de Tucuman (Ar-
gentina, KT878725) y A. parvum de Cordoba (Argentina,
EF451004), Paraguay (KF179352) y Brasil (KF030932),
entre otras.

Los arboles filogenéticos construidos con los
fragmentos de los genes gltA y ompA se muestran en la
figura 1.
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Figura 1. Arboles filogenéticos inferidos por la comparacién
de secuencias parciales de los genes gltA (A) y ompA (B) del
género Rickettsia. Los nimeros en los nodos son los valores de
remuestreo. La barra de escala representa la diferencia en
nucleétidos de las secuencias. Los numeros de acceso de
GenBank estan entre paréntesis.

Discusion

Segln nuestro conocimiento, esta es la primera detec-
cion de “Ca. R. andeanae” en garrapatas A. tigrinum de
San Luis.

La relacién entre A. tigrinum y “Ca. R. andeanae” fue
reportada previamente en Chile con un 64,5 % de
garrapatas infectadas (Abarca et al., 2013) y Tucuman

23

(Argentina) con un 79,5 % de prevalencia (Saracho-
Bottero et al., 2015). Ademas, “Ca. R. andeanae” se
encontré en alta prevalencia en otras especies de
garrapatas de nuestro pais como A. parvum en Cérdoba
(Pacheco et al., 2007), A. parvum y A. pseudoconcolor
en el noreste argentino (Tomassone et al., 2010a), asi
como en paises limitrofes: A. parvum en Paraguay
(Ogrzewalska et al., 2014) y A. maculatum en Peru (Blair
et al.,, 2004). Por otra parte, reportes de “Ca. R.
andeanae” en A. maculatum de EEUU presentaron
prevalencias variables del 3,2 al 73,0 % (Paddock et al.,
2015). En comparacion, la prevalencia de nuestro
estudio fue muy baja (5,4 %) con respecto a los estudios
previos en Argentina, aunque similar a reportes de
EEUU.

Los resultados negativos en las muestras sanguineas de
perros eran esperables dado que hay muy pocas
notificaciones de deteccion de rickettsias en sangre de
perros (Tomassone et al., 2010b; Cicuttin, 2014; Solano-
Gallego et al., 2008). Sin embargo, queda por deter-
minar el rol que podrian tener los felinos domésticos
€COMO reservorios.

En nuestro estudio no encontramos R. parkeri, mientras
que en una zona cercana (Valle de Traslasierra,
Cordoba) esta rickettsia fue detectada con ocurrencia
de casos humanos (Romer et al.,, 2014). Aunque
nosotros estudiamos un bajo nimero de garrapatas, la
interferencia entre “Ca. R. andeanae” y R. parkeri ha
sido sugerida en distintos estudios realizados en EEUU
(Paddock et al.,, 2015). Ademas, investigaciones
realizadas sobre transmisién vertical de otras especies
de Rickettsia en garrapatas duras, demostraron que la
infeccion primaria de los ovarios por una especie de
Rickettsia, excluye la infeccidn ovarica por otra especie
(Macaluso et al., 2002).

Por ultimo, desde una perspectiva sanitaria, “Ca. R.
andeanae” permanece como una bacteria de pato-
genicidad desconocida para humanos y animales. Sin
embargo, otros simbiontes rickettsiales, como
Rickettsia amblyommatis (=“Candidatus Rickettsia
amblyommii”) y R. montanensis se han relacionado con
patologia en humanos, perros y otros animales
(Paddock et al., 2015).

En conclusidn, la circulacién del género Rickettsia en
San Luis plantea la necesidad de realizar futuras
investigaciones especialmente en garrapatas asociadas
a animales de compaiiia, para lograr un mayor conoci-
miento del riesgo potencial de transmision de rickett-
siosis en la region.
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