-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Servicio de Difusion de la Creacion Intelectual

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

ESPECIALIZACION EN DIAGNOSTICO VETERINARIO DE LABORATORIO

TRABAJO FINAL INTEGRADOR

Titulo. Aislamiento, caracterizacion genética y analisis filogenético

de Rickettsia massiliae, Ciudad Autébnoma de Buenos Aires

Autor. Gabriel L. Cicuttin

Director. Mariana Kienast

Codirector. Edgardo Marcos

2016


https://core.ac.uk/display/76493942?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

indice

F e [ 911 o To [F oo o] o S 3

B — Planteamiento del problema...............oooiiiii 8

O D T T Ty (o] [ TSRS 10
O3 Bl V1= (oo [o] (oo | = NPT 10
C2 — RESUIAUOS. ...t e e e e e e e e eeee s 13
D — CONCIUSIONES......coiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e st eeeeaeaeeeeanns 27
E — Bibliografia..........cooo oo, 30



A - Introduccion

Las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG), entre ellas las rickettsiosis,
presentan una rapida expansion en el mundo. La incidencia se ha incrementado de
manera desproporcionada en relacion con otras enfermedades emergentes. Las
razones de este aumento incluyen cambios en la prevalencia y distribucién de los
reservorios animales y vectores garrapatas, asi como el movimiento de los seres
humanos dentro de las zonas donde animales hospedadores y garrapatas son
abundantes. El aumento de la poblacion humana y los cambios demograficos han
traido cambios dramaticos en la distribucion y composicion de los habitats naturales, la
modificacion del uso del suelo para vivir, la agricultura, o la recreacién. Estos cambios
significan que la gente y los animales interactian en muchas mas interfaces, creando
nuevas oportunidades para la transmisién de patdégenos zoonéticos, incluidas las ETG
(Institute of Medicine, 2011; Munderloh y Kurtti, 2010; Vu Hai y col., 2014).

Las ETG son el resultado de la interaccion de la biologia de la garrapata
(hospedador/es, clima y especies), la exposicion a la garrapata (p. ej., lugar de
residencia, ocupacion y actividades recreativas), y la biologia humana (p. €j., edad y
género) (Randolph, 2004). Los animales domésticos pueden actuar como nuevos
reservorios y ser hospedadores-puente en la transferencia de las enfermedades
emergentes a los seres humanos (Institute of Medicine, 2011; Munderloh y Kurtti,
2010).

El género Rickettsia (Flia. Rickettsiaceae, orden Rickettsiales, subdivision Alpha-
Proteobacterias) esta conformado por bacterias intracelulares obligadas, con forma de
cocobacilos (0,3 a 1 ym) gram-negativos (débiles) que se colorean con la tincion de
Gimenez, Giemsa y naranja de acridina, y no crecen en medios de cultivo habituales,
necesitando para su aislamiento animales de laboratorio, huevos embrionados, lineas
celulares de mamiferos como Vero, HEL, L-929 o lineas celulares de artrépodos (Oteo
y col., 2014; Venzal y Nava, 2011). Son transmitidas por artropodos vectores
(garrapatas, acaros, pulgas o piojos). En el hospedador vertebrado, invaden las
células endoteliales de vasos sanguineos pequefios, produciendo lesiones con un
incremento en la permeabilidad vascular y edema (Venzal y Nava, 2011).

En los ultimos 20 anos se han descripto aproximadamente 60 nuevas especies de
rickettsias (Venzal y Nava, 2011). El género se clasifica en cuatro grupos filogenéticos:
i) grupo de las fiebres manchadas (GFM), transmitido principalmente por garrapatas
ixédidas (garrapatas duras); ii) grupo de transicion (que incluye a Rickettsia felis y
Rickettsia akari, transmitidas por pulgas y acaros respectivamente); iii) grupo de las

fiebres tificas —GFT- (Rickettsia typhi y Rickettsia prowaseckii), transmitidos por
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insectos (pulgas y piojos respectivamente); y iv) un grupo ancestral que incluye a
Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis, transmitido principalmente por garrapatas
(Cicuttin, 2014c; Socolovschi y col., 2009; Venzal y Nava, 2011).

El GFM puede presentar ciclos enzodticos o epizodticos con la participacion de
vertebrados, pero las garrapatas son generalmente el principal reservorio y vector de
estos patdgenos en la naturaleza, dada la habilidad de las rickettsias para sobrevivir
en las mismas y transmitirse en forma transestadial y transovarica. En los ultimos
tiempos se ha producido un incremento en la ocurrencia de rickettsiosis en areas
urbanas, reconociéndose nuevos patégenos humanos (Rickettsia massiliae), y
ademas patogenos relacionados con areas silvestres comenzaron a detectarse en
ambientes urbanos, tal como Rickettsia rickettsii y Rickettsia parkeri, principalmente
debido a que vertebrados reservorios y ectoparasitos vectores comenzaron a ser
frecuentes en las ciudades, especialmente en areas urbanas protegidas (Cicuttin,
2014c).

En Argentina se han detectado varias especies de rickettsias del GFM, de las cuales
tres (R. rickettsii, R. parkeri y R. massiliae) produjeron casos humanos confirmados en

distintas regiones del pais (Venzal y Nava, 2011).

Rickettsia massiliae

Fue aislada por primera vez en 1990 de una garrapata Rhipicephalus turanicus en
Marsella (Francia) —cepa Mtu1- (Beati y Raoult, 1993). Posteriormente fue aislada en
Espafa (Bar29), Francia (Mtu5), Grecia (GS) y EEUU (AZT80) (Beeler y col., 2011;
Renvoisé y col.,, 2012). Es un bacilo corto (0,3-0,4 a 0,6-1 um) gram-negativo
intracelular obligado, observable con la tincién de Giménez y crece en cultivo celular
de lineas tales como L929 y Vero. Filogenéticamente se agrupa con R. rhipicephali y
R. aeschlimannii, conformando un grupo de rickettsias con resistencia a la rifampicina.
Distintos genotipos han sido detectados en distintas especies de garrapatas
Rhipicephalus incluyendo genotipo Mtu5 detectado en Rhipicephalus senegalensis y
genotipo Mtu1 en Rhipicephalus sulcatus, Rhipicephalus lunulatus y Rhipicephalus
mushamae en Africa Central, y genotipo Bar29 en Rhipicephalus sanguineus y
Rhipicephalus turanicus de Europa (Beeler y col., 2011).

Los vectores de R. massiliae son especies de garrapatas del género Rhipicephalus
(incluyendo la garrapata comun del perro Rh. sanguineus), con distintos niveles de
infeccion en garrapatas, de un 2,5 a 18 % en Espafa, 2,5 % en Grecia, 5-6 % en
Africa, 25 % en Israel, mas del 25 % en Estados Unidos hasta un 5-20 % en Argentina.
Las diferentes prevalencias encontradas se relacionan con las distintas poblaciones y

especies de garrapatas estudiadas, los hospedadores desde donde fueron
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recolectadas y los métodos diagnésticos utilizados (Cicuttin y col., 2014a y 2014b). Rh.
sanguineus (Acari: Ixodidae) es un complejo de especies con distribucion mundial e
importancia sanitaria animal y humana, dado que transmite numerosos agentes
patégenos (Bowman, 2011; Otranto y col., 2009; Parola y col., 2013). En América, se
han identificado al menos dos linajes de Rh. sanguineus: tropical y templado. El linaje
tropical tiene distribucién en areas tropicales del norte de Argentina hasta el sur de
EEUU vy se encuentra relacionado con Rh. sanguineus presentes en Africa. Por otra
parte, el linaje templado esta asociado a climas templados y frios del resto de
Argentina, Chile, Uruguay y Norteamérica, y se encuentra relacionado con Rh.
sanguineus de Europa. La posible diferencia en la competencia vectorial de los
distintos linajes necesita ser mas estudiada para determinar el papel potencial de las
garrapatas de cada linaje para transmitir distintos patégenos (Moraes Filho y col. 2011
y 2015; Nava y col., 2012).

Hasta la actualidad se han confirmado pocos casos humanos por este patégeno. El
primer caso humano confirmado fue notificado en 2006, siendo confirmado desde un
aislamiento obtenido de la sangre de un paciente con rickettsiosis de la década del 80
procedente de Sicilia (Italia). En 2010 se publicé un caso procedente de Buenos Aires
-sin mas detalles sobre la ubicacion del paciente, desconociéndose si el paciente era
de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires o de provincia de Buenos Aires- (ocurrido
originalmente en 2005), diagnosticado en Espafia por PCR. Posteriormente en 2008,
se diagnostic6 un tercer paciente con signos similares en Europa.
Complementariamente, distintos estudios serologicos realizados en Europa revelan
una alta seropositividad a R. massiliae, y ademas, la caracteristica de este patégeno
de resistencia a rifampicina sugiere también su implicacion en numerosos casos
clinicos ocurridos en Espana, atribuidos originalmente a R. conorii (agente sensible a
rifampicina) (Cicuttin, 2014c). En un estudio reciente, se detectd seropositividad a
Rickettsia del GFM en el 28,3 % de 99 sueros obtenidos de pacientes de barrios con
necesidades basicas insatisfechas (NBI) de un centro de salud de CABA (Cicuttin y
col., 2015a). La sintomatologia clinica incluye fiebre, dolor de cabeza, lesiéon necrética
en el sitio de la picadura de la garrapata (tache noir), erupcién purpurica
maculopapular (en extremidades, espalda, palmas de las manos y plantas de los pies)
y disminucién aguda bilateral de la vision (con coriorretinitis). El diagnostico se puede
realizar por inmunofluorescencia indirecta (IgM e IgG) con antigeno especifico,
utilizandose sueros pareados para buscar seroconversion y otra técnica de eleccion es
la PCR especialmente a partir de biopsia de la lesiéon necrética producida por la

garrapata. El tratamiento de eleccion es la doxiciclina (Cicuttin, 2014c).



El papel de los caninos domésticos como hospedadores reservorios es desconocido,
especialmente por la corta duracion de su rickettsemia. Estudios realizados en Espafia
demostraron seropositividad en perros (8,6-25 %), asi como garrapatas infectadas
recolectadas de los mismos (18 %), estos hallazgos pueden ser relacionados con
casos humanos en areas endémicas (Beeler y col., 2011). En CABA se detect6 el 79,6
% y 19,7 % de caninos seropositivos a un titulo 1/40 y 1/320 respectivamente (Cicuttin
y col., 2004), sin embargo, distintos estudios realizados por PCR en caninos dieron
negativos (Cicuttin y col., 2014a y 2014b). Por otra parte, R. massiliae en perros podria
producir un cuadro clinico con signologia. En EEUU se encontré un foco con perros
con signologia compatible (similar a otras rickettsiosis caninas causadas por R.
rickettsii y R. conorii), seropositividad y garrapatas positivas (Beeler y col., 2011).

En América, R. massiliae fue hallada por primera vez en el 2004 en CABA en
garrapatas Rh. sanguineus obtenidas de perros de un barrio carenciado de la ciudad
(Cicuttin y col., 2004). Al afio siguiente se detectdo también en CABA el caso humano
mencionado en parrafos anteriores. En afios posteriores también fue detectada por
PCR en garrapatas Rh. sanguineus en Arizona (EEUU), California (EEUU), Virginia
(EEUU), Bahia Blanca (Argentina) y Mendoza (Argentina) (Beeler y col., 2011; Cicuttin,
2014c; Fornadel y col., 2013). Sin embargo, hasta el momento no ha sido aislada en
nuestro pais (Cicuttin, 2014c).

La circulacion de este patdégeno en areas urbanas, mas aun en barrios con NBI, donde
el ciclo de transmision vector-hombre se facilita por un contacto estrecho con animales
en un entorno de malas condiciones de salubridad, es de gran importancia para la
salud publica. La garrapata comun del perro Rh. sanguineus esta perfectamente
adaptada a condiciones de vida urbana. La elevada infestacion presente en los perros
hace muy frecuente su hallazgo en el interior de las viviendas (tengan animales o no) y
posibilita la ocurrencia de picaduras, principalmente en ninos (Cicuttin y col., 2015b;
Cicuttin, 2014c), que posiblemente pasen desapercibidas por el sistema de salud,
dada la poca informacion existente sobre estos patdégenos a nivel médico, asi como la

escasa disponibilidad diagnéstica.

Hipotesis

Las garrapatas Rh. sanguineus colectadas de caninos domésticos de CABA estan
infectadas con R. massiliae.

La cepa circulante de R. massiliae en garrapatas Rh. sanguineus colectadas de
caninos domésticos de CABA esta relacionada filogenéticamente con cepas aisladas

en Europa.



Objetivo general
Aislar, caracterizar genéticamente y analizar filogenéticamente aislamientos de
Rickettsia massiliae, presente en garrapatas Rhipicephalus sanguineus colectadas de

caninos domeésticos de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires en 2014.

Objetivos especificos

1) Detectar por PCR el género Rickettsia en garrapatas Rh. sanguineus.

2) Aislar las rickettsias presentes en las garrapatas positivas mediante cultivo celular.
3) Caracterizar los aislamientos mediante seis fragmentos genéticos (espacio
intergénico 23S-5S rRNA, ompA, ompB, gitA, htrA'y scaf).

4) Analizar filogenéticamente las secuencias de ADN obtenidas.



B — Planteamiento del problema

Las enfermedades transmitidas por garrapatas forman parte de algunas de las
enfermedades infecciosas transmitidas por artropodos con mas rapida expansion en el
mundo pero, sin embargo, existen importantes lagunas en la comprension y
conocimiento de las mismas (Institute of Medicine, 2011; Munderloh y Kurtti, 2010).
Las garrapatas se han reconocido como parasitos humanos desde hace miles de
anos, pero el potencial para transmitir enfermedades infecciosas se demostro recién a
finales del siglo 19, cuando Smith y Kilbourne probaron que Boophilus annulatus
transmitia el protozoo Babesia bigemina. A principios del siglo 20, las garrapatas
fueron implicadas como vectores de enfermedades bacterianas a los humanos: se
describié la fiebre recurrente causada por Borrelia duttonii y transmitida por
Ornithodoros moubata y Ricketts demostré que la garrapata Dermacentor andersoni
estaba involucrada en la transmisién de R. rickettsii, el agente de la Fiebre Manchada
de las Montafias Rocosas. En 1910, los primeros casos de Fiebre Maculosa del
Mediterraneo fueron reportados en Tunez y en 1930 se establecié el papel de Rh.
sanguineus en la transmision de esta enfermedad. En 1929, Francis describe la
epidemiologia de la tularemia y el papel de los artropodos hematéfagos, incluyendo las
garrapatas. Después de la Segunda Guerra Mundial, una serie de enfermedades
virales, bacterianas y protozoarias se describieron en los animales y en los seres
humanos. En la década de 1980, la borreliosis de Lyme debido a Borrelia burgdorferi
fue descripta, y actualmente es considerada la enfermedad por vectores mas
importantes de Europa y Estados Unidos. Mas recientemente, una serie de nuevas
rickettsiosis transmitidas por garrapatas se han registrado en todo el mundo, y las
bacterias del género Ehrlichia también han sido reconocidas como patégenos
humanos transmitidos por garrapatas (Parola y Raoult, 2001). Es asi que con el
desarrollo de la biologia molecular, nuevas especies, cepas o variantes genéticas de
estos microorganismos estan siendo detectadas en las garrapatas en todo el mundo, y
la lista de posibles agentes patdgenos transmitidos por garrapatas sigue aumentando.
Algunos de estos agentes, como Rickettsia slovaca, R. parkeri y R. massiliae, fueron
identificados en garrapatas, afios o décadas antes de que se asociaran con
enfermedades humanas. Pero a pesar de la enorme contribucion de la biologia
molecular para el descubrimiento de nuevas especies o cepas, los datos genéticos
deben ser interpretados con cautela (Dantas Torres y col., 2012).

En las ultimas décadas se ha producido un incremento en la ocurrencia de casos
humanos de rickettsiosis en areas urbanas, con la aparicion de nuevos patégenos

(como R. felis y R. massiliae), de patdgenos tradicionalmente relacionados con areas
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silvestres (tal como R. rickettsii y R. parkeri) -debido a que vertebrados reservorios y
ectoparasitos vectores comenzaron a ser frecuentes en las ciudades-, y aparicion de
nuevos ciclos de transmision en ambientes urbanos (como R. typhi y la pulga
Ctenocephalides felis) (Cicuttin, 2014c). Todo esto implica que la epidemiologia de
estos patdégenos es mucho mas compleja que lo pensado originalmente (Comer y col.,
2001; Renvoisé y col., 2012). Los animales de compaiia (principalmente perros y
gatos) y sinantropicos (como ratas —Rattus norvegicus y R. rattus- y ratones -Mus
musculus-) pueden servir como hospedadores amplificadores de estos agentes y
fundamentalmente transportar y dispersar los ectoparasitos vectores (Comer y col.,
2001).

En las enfermedades infecciosas es de suma importancia primero la deteccion del
patégeno y luego la identificacion genética de la cepa mediante técnicas moleculares,
lo que permite develar, entre otras cosas, mecanismos de patogenicidad, virulencia y
resistencia a farmacos antimicrobianos. La creciente facilidad con que se puede
obtener informacion genética, cuantificar las diferencias y compartir datos ha llevado a
la identificacion mas precisa de cepas bacterianas. Este enfoque genético difiere de la
clasica comparacion de fenotipos (por métodos quimicos, coloraciones, etc)
permitiendo profundizar en las diferencias entre cepas bacterianas. Los estudios a
nivel molecular han hecho grandes contribuciones a la comprensién de la
epidemiologia, clinica, diagnéstico, tratamiento e inmunoprofilaxis de las
enfermedades infecciosas. A nivel epidemioldgico, los analisis filogenéticos permiten la
asociacion entre un mismo patdégeno aislado en areas geograficas diferentes o en
situaciones temporalmente distintas. Es asi como el estudio de cepas bacterianas a
nivel molecular ha modificado drasticamente la visidon sobre la relacién patégeno-
hospedador (Relman y Falkow, 2006).

La confirmacion de la circulacién de R. massiliae en las zonas urbanas de Argentina,
tanto en garrapatas Rh. sanguineus, asi como la seropositividad halladas en distintos
estudios en perros y en humanos, resaltan la importancia sanitaria de este patégeno
para la region (Cicuttin y col., 2015a). El aislamiento, la caracterizacién genética y el
analisis filogenético de la cepa de R. massiliae presente en garrapatas Rh. sanguineus
de CABA permitira mejorar el conocimiento del patégeno circulante, su relacion
filogenética con otras cepas a nivel mundial, asi como lograr una mejora diagnéstica

futura mediante la produccion de antigeno especifico para ensayos serolégicos.



C - Desarrollo

C1 - Metodologia

Muestreo. Se colectaron garrapatas de caninos domésticos de la Villa N° 20 de
CABA, entre Septiembre y Octubre de 2014. Las muestras fueron obtenidas en las
actividades de atencién de zoonosis llevadas a cabo por la Residencia de Veterinaria
en Salud Publica en dicho barrio. Las garrapatas se conservaron vivas hasta su

procesamiento dentro de las 24 horas de colectadas.

Procesamiento de las garrapatas. Las garrapatas fueron identificadas siguiendo las
claves taxondmicas descriptas (Boero, 1957), a continuacion se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 10 % durante 2 minutos, sumergiéndose
posteriormente en etanol al 70 % durante 5 minutos, luego se lavaron en agua
destilada 3 veces y finalmente se secaron con papel absorbente. Cada ejemplar fue
individualmente seccionado a la mitad longitudinalmente con hoja de bisturi estéril. Las
garrapatas se agruparon en 4-5 mitades de ejemplares por canino muestreado, una
mitad se utiliz6 para diagndstico molecular y la otra mitad para el posterior aislamiento
en cultivo celular. Todas las muestras se conservaron a -75°C en un microtubo de 1,5

ml libre de nucleasas.

Diagnéstico molecular desde garrapatas. EI ADN fue extraido de cada grupo de
garrapatas mediante el High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Alemania),
segun indicaciones del fabricante. Como control negativo de extraccion se utilizé agua
libre de nucleasas.

Para la deteccion de Rickettsia spp. se utilizd una PCR simple para amplificar un
fragmento del espacio intergénico 23S-5S ARNr (Jado y col., 2006). Como control
positivo se utilizd Rickettsia conorii (plasmido) y como control negativo agua libre de

nucleasas.

Aislamiento. De los grupos de garrapatas positivos por PCR se utilizé el grupo
correspondiente previamente separado para aislamiento. El cultivo se realizé mediante
la técnica de shell vial para aislamiento de rickettsias ya descripta (Ammerman y col.
2009; Labruna y col., 2004 y 2007) con algunas modificaciones. Resumidamente, cada
pool de garrapatas fue triturado en 700 ul de caldo cerebro-corazén. EI homogenato

resultante se inoculd en tres shell vials conteniendo una monocapa de células Vero.
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Después de la inoculacién, el shell vial fue centrifugado durante 1 hora a 700 G a
21°C. La monocapa se lavo con medio esencial minimo suplementado con 5 % de
suero fetal bovino con antibidticos (penicilina, estreptomicina y gentamicina) y se
incubd a 35°C en atmosfera de 5 % de CO.. Luego de 3 dias, el medio se reemplaz6
por uno sin antibidticos. El medio aspirado (que contenia restos celulares) se examino
para la presencia de rickettsias por inmunofluorescencia directa (IFD) y PCR. La IFD
se realiz6 utilizando el control positivo (IgG humana anti-Rickettsia GFM) provisto en el
Rickettsia IFA IgG kit (Focus Diagnostics, Langenhagen-Hannover, Germany). Cuando
el resultado fue positivo por IFD y PCR, las células se cosecharon e inocularon dentro
de botellas de 25 cm? que contenian una monocapa de células Vero no infectadas. Se
considerd a un aislamiento como establecido cuando al menos se hicieron 3 pasajes

por botellas de 25 cm?, con un nivel de infeccion mayor al 90 % (determinada por IFD).

Caracterizacion genética. La caracterizacion molecular de los aislamientos se realiz6
por PCR para fragmentos de distintos genes (Tabla 1). Estos genes fueron
caracterizados en la mayoria de las especies de rickettsias y son importantes blancos

para taxonomia (Monje y col., 2014).

Tabla 1. Caracterizacion molecular

Frag- Tamaio
Cebador Secuencia (5°-3") Referencia
mento (pb)
Espacio | Rrc/23-5-F GATAGGTCRGRTGTGGAAGCAC
intergéni- Jado
2938 388 (I 200y6
co - col.,
RCK/23-5-R TCGGGAYGGGATCGTGTGTTTC )
5S ARNr
Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA (Pacheco y
ompA 532
Rr190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT col., 2011)
120-M59 CCGCAGGGTTGGTAACTGC (Roux y
ompB 813 Raoult,
120-807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA
2000)
" CS-239 GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT g | (Pachecoy
g
CS-1069 CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT col., 2011)
17k-5 GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA (Pacheco y
htrA 497
17k-3 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC col., 2011)
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F1IMAX

AAGAGGTYTRTGGATGCGT

scat
RMAX

GAYAATATATTATTYTCTTTC

443

(Pacheco y
col., 2011)

Secuenciacion. 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,

EEUU). Las secuencias obtenidas fueron depositadas en el GenBank y comparadas

con secuencias disponibles en esa base de datos mediante la utilizacion del software

BLAST (www.ncbi.nIm.nih.gov/blast).

Andlisis filogenético. El analisis de alineamiento multiple se realiz6 con el algoritmo

CLUSTAL vy la construccion del arbol filogenético con el software MEGA version 5. Un

filograma fue construido para cada gen analizado, usando diversos parametros vy

métodos. Los valores de confianza para cada rama de los arboles resultantes fueron

determinados mediante 1000 replicaciones de remuestreo (bootstrap).
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C2 - Resultados

Objetivo 1) Detectar por PCR el género Rickettsia en garrapatas Rh. sanguineus

Se colectaron 49 garrapatas de 10 caninos de Villa N° 20 (CABA), las cuales fueron

identificadas como especimenes adultos de Rh. sanguineus (Fotografia 1).

Fotografia 1. Infestacion de caninos con garrapatas en Villa N° 20 (Imagenes gentileza Cielo

Linares)

Se conformaron 10 grupos de 4-5 ejemplares para su analisis mediante PCR. Un
grupo de 5 garrapatas fue positivo para la PCR para un fragmento del espacio
intergénico 23S-5S ARNr del género Rickettsia, resultando en un nivel minimo de
infeccion del 2,0 % (Fotografia 2). El producto de la PCR fue secuenciado y exhibio
100 % de identidad con R. massiliae.
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Fotografia 2. Gel de agarosa de la PCR fragmento del espacio intergénico 23S-5S ARNr del

género Rickettsia; PM: marcador de peso molecular (100-1500 pb); flecha: muestra positiva

Objetivo 2) Aislar las rickettsias presentes en las garrapatas positivas mediante
cultivo celular

R. massiliae presente en el grupo de garrapatas positivas a la PCR fue cultivada
exitosamente en células Vero, confirmandose su crecimiento mediante IFD (Fotografia
3)y PCR.
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Fotografia 3. IFD del cultivo obtenido. Bacilos verde brillante = rickettsias. Fondo color rojo =

células Vero.

El aislamiento fue positivo en cada uno de los tres pasajes, considerandose la cepa

establecida en cultivo. La cepa fue denominada CABA.

Objetivo 3) Caracterizar los aislamientos mediante seis fragmentos genéticos
(espacio intergénico 23S-5S rRNA, ompA, ompB, gitA, htrA 'y sca1).
Se extrajo ADN de las células infectadas en el tercer pasaje y se realiz6 las PCRs para

cada uno de los 6 fragmentos génicos, resultando todos positivos (Fotografia 4 a 7).

Fotografia 4. Gel de agarosa de la PCR fragmento del espacio intergénico 23S-5S ARNr; PM:
marcador de peso molecular (100-1500 pb); flecha: cepa CABA
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Fotografia 5. Gel de agarosa de la PCR fragmento del gen ompA; PM: marcador de peso
molecular (100-1500 pb); flecha: cepa CABA

Fotografia 6. Gel de agarosa de las PCRs de fragmentos de los genes hirA y ompB; PM:
marcador de peso molecular (100-1500 pb); flechas: cepa CABA (izquierda: htrA, derecha:
ompB)
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Fotografia 7. Gel de agarosa de las PCRs de fragmentos de los genes scat y gltA y;, PM:
marcador de peso molecular (100-1500 pb); flechas: cepa CABA (izquierda: sca1, derecha:

gltA)

Los productos de las PCRs fueron secuenciados y la comparacion con otras cepas de

R. massiliae se muestra en la Tabla 2. Ademas, las secuencias obtenidas tuvieron 100

% de identidad respecto a hallazgos previos en Argentina: CABA (espacio intergénico
23S8-5S -KC525896- y ompA -KC525893 y JX101680-), 2004 y 2014, y Bahia Blanca
(espacio intergénico 23S-5S -KF826281- y gltA -KF826286-), 2014.

Tabla 2. Identidad entre Rickettsia massiliae cepa CABA y otros aislamientos mundiales

Fragmento | N°de acceso o) Q@ianil:
génico GenBank Cepa % Similitud (pb)
CP003319 AZT80 100 (341/341)
AY125014 Bar29 100 (341/341)
23S-5S
CP000683 Mtub 99,4 (340/342)
KT340610 Mtu1 99,4 (312/314)
CP003319 AZT80 100 (491/491)
U43792 Bar29 100 (491/491)
ompA
CP000683 Mtu5 99,6 (489/491)
U43799 Mtu1 99,6 (489/491)
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CP003319 AZT80 99,3 (811/817)
AF123710 Bar29 100 (817/817)
ompB

CP000683 Mtu5 99,3 (811/817)
AF123714 Mtu1 99,3 (811/817)
CP003319 AZT80 100 (788/788)

uU59720 Bar29 100 (788/788)

gltA

CP000683 Mtu5 99,9 (787/788)

uU59719 Mtu1 99,9 (787/788)
CP003319 AZT80 100 (498/498)

n/d Bar 29 n/d
htrA
CP000683 Mtu5 99,2 (494/498)
n/d Mtu1 n/d
CP003319 AZT80 100 (488/488)
AY502118 Bar29 99,2 (484/488)
scal

CP000683 Mtu5 99,2 (484/488)
AY 355364 Mtu1 99,2 (484/488)

Cepas: AZT80: Arizona (EEUU), 2006; Bar29: Barcelona (Espafa), 1996;
Mtu5: Camargue (Francia), 1995; Mtu1 (cepa de referencia): Marsella (Francia), 1993;
n/d: no disponible.

Las secuencias obtenidas en este estudio se depositaron en la base de datos del
GenBank con los siguientes numeros de acceso: KT032118 (espacio intergéncio 23S-
5S), KT032121 (ompA), KT032122 (ompB), KT032119 (gltA), KT032120 (htrA) and
KT032117 (sca1).

Objetivo 4) Analizar filogenéticamente las secuencias de ADN obtenidas.

Los arboles fueron realizados con distintas cepas o hallazgos de R. massiliae a nivel
mundial, siendo variable la informacion disponible a nivel genético, por consiguiente
cada arbol tiene una comparacion con distintas secuencias génicas, dado que sélo se
utilizaron las secuencias con 100 % de cobertura con el fragmento estudiado. Para

cada fragmento genético secuenciado se realizé un alineamiento multiple mediante el
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algoritmo CLUSTAL y la construccion del arbol filogenético fue hecha con el software
MEGA version 5 usando el método maximum-likelihood y los parametros del modelo
de Tamura-Nei y el mejor modelo de sustitucion (best fitting substitution model GTR
(G+l). Los valores de confianza para cada rama de los arboles resultantes fueron
determinados mediante 1.000 replicaciones de remuestreo (bootstrap) y los gaps
fueron excluidos para las comparaciones.

Los arboles filogenéticos se muestran en las Figuras 1 a 6. La informacion detallada
en cada arbol fue la disponible en GenBank para cada secuencia utilizada: numero de
acceso de GenBank, nombre (de la cepa o de la secuencia), hospedador y ciudad
(pais). Se utilizd R. parkeri cepa Portsmouth (CP003341) como grupo externo
(outgroup).
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KT032118 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *
KC525896 / G83 / Rh. sanguineus / CABA (Argentina)
KC525896 / G286 / Rh. sanguineus / Bahia Blanca (Argentina)
CP003319 / cepa AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)

66

AY 125014 / cepa Bar29 / Rh. sanguineus / Barcelona (Espana)

CP000683 / cepa MTUS / Rh. turanicus / Camargue (Francia)

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth

0.005

Figura 1. Arbol filogenético del fragmento del espacio intergénico 23S-5S ARNr
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U43793 / cepa GS / Rh. sanguineus / Grecia
CP000683 / cepa MTUS / Rh. turanicus / Camargue (Francia)
KJ187075 / F6 / Rh. turanicus / Israel

KJ187076 / H35 / Rh. sanguineus / Israel
86

JN944635 / RF / Garrapata / ltalia

KJ663746 / 11 / Humano / Sicilia (ltalia)

KR401143 / 04 / Rhipicephalus / Espana

KR401146 / 24 / Rhipicephalus / Espana

U43799 / cepa Mtu1 / Rh. turanicus / Marsella (Francia)
KT032121 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *
KC525893 / G83 / Rh. sanguineus / CABA (Argentina)

U43792 / cepa Bar29 / Rh. sanguineus / Barcelona (Espana)
CP003319 / cepa. AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)
KJ663747 / 56m / Humano / Sicilia (Italia)

HMO014444 / CA1348 / Rh. sanguineus / Los Angeles (EEUU)
HMO050294 / 93995 / Rh. guilhoni / Senegal

KR401145 / 18 / Rhipicephalus / Espana

0.01

Figura 2. Arbol filogenético del fragmento del gen ompA

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth
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KT032122 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *
99

AF123710 / cepa Bar29 / Rh. sanguineus / Barcelona (Espana)
CP003319 / cepa AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)

4¢ AF123714 | cepa Mtu1 / Rh. turanicus / Marsella (Francia)

95 'CP000683 / cepa MTUS / Rh. turanicus / Camargue (Francia)

0.01

Figura 3. Arbol filogenético del fragmento del gen ompB

15
1

[de]

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth

69 | U59719 / cepa Mtu1 / Rh. turanicus / Marsella (Francia)

CP000683 / cepa MTU5 / Rh. turanicus / Camargue (Francia)
CP003319 / cepa AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)

KT032119 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *

U59720 / cepa Bar29 / Rh. sanguineus / Barcelona (Espana)

0.001

Figura 4. Arbol filogenético del fragmento del gen gltA

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth
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91| KT032120 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *
| CP003319 / cepa AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)

CP000683 / cepa MTU5 / Rh. turanicus / Camargue (Francia)

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth

0.002

Figura 5. Arbol filogenético del fragmento del gen htrA

g2 | KT032117 / cepa CABA / Rh. sanguineus / CABA (Argentina) *

88 CP003319 / cepa AZT80 / Rh. sanguineus / Arizona (EEUU)

AY502118 / cepa Bar29 / Rh. sanguineus / Barcelona (Espana)

CP000683 / cepa MTU5 / Rh. turanicus / Camargue (Francia)
94 1 AY 355364 / cepa Mtu1 / Rh. turanicus / Marsella (Francia)

Rickettsia parkeri cepa Portsmouth

0.002

Figura 6. Arbol filogenético del fragmento del gen sca?
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Se construyd un arbol filogenético del total de 3423 nucledtidos alineados de los
fragmentos del espacio intergénico 23S-5S, ompA, ompB, gltA, htrA y scal. Los

fragmentos fueron concatenados y sujetos a analisis mediante el modelo maximum-

likelihood utilizando los mismos parametros que para los arboles anteriores (Figura 7).

Se utilizaron para comparar cepas de distintas especies de rickettsias del mundo que

se encuentra la informacion del genoma completo, asi como dos cepas de R.

massiliae (AZZT80 y MTUS). La lista de especies, sus vectores, rol patdégeno y area de

difusion se presentan resumidamente en la tabla 3. Se utilizd R. australis como grupo

externo (outgroup).

Tabla 3. Especies de Rickettsia utilizadas en la construccion del arbol filogenético.

Garrapatas vectores

Especie Enfermedad Regién
potenciales o confirmados
R. africae Amblyomma variegatum, A. Fiebre africana | Africa
hebraeum, A. compressum, A. transmitida por | subsahariana
garrapata -
lepidum, Rhipicephalus América del Norte
annulatus, y Central (por la
introduccién de A.
Rh. evertsi, Rh. variegatum)
decoloratus, Rh. sanguineus,
Rh. geigyi, Hyalomma
impeltatum
R. australis Ixodes holocyclus, I. tasmani, I. | Tifus por la | Australia
cornuatus garrapata de
Queensland
R. conorii subsp | Rh. sanguineus, Rh. evertsi, Rh. | Fiebre manchada | Europa

conorii simus, Rh. del Mediterraneo ‘e
Africa del norte
mushamae, Haemaphysalis Africa
punctaleachi, subsahariana
H. leachi
R. H. concinna, H. Fiebre manchada | Asia
heilongjiangensis japonica douglasi, H. flava, del oriente lejano
Dermacentor silvarum
R. japonica H. flava, H. hystricis, Fiebre manchada | Asia
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H. longicornis, H.
cornigera, H. formosensis, 1.

ovatus, D. taiwanensis

japonesa

R. montanensis D. andersoni ¢, Fiebre América del Norte
manchada?
R. parkeri A. maculatum, A. Fiebre manchada | América
americanum, A. ltriste, A.
tigrinum, D. variabilis
R. philipii D. occidentalis Enfermedad febril | América del norte
y central
R. raoultii D. marginatus, D. SENLAT Europa
reticulatus, I. ricinus (antiguamente
denominado
TIBOLA/DEBONE
L)
R. rhipicephali Rh. sanguineus, D. andersoni, | Aun no | América
D. occidentalis, D. variabilis relacionada con
enfermedad
humana
R. rickettsii D. andersoni, D. variabilis, Fiebre manchada | América
D. occidentalis, D. nitens, de las Montafias
Rocallosas
Rh. sanguineus, complejo A.
cajennense, A. americanum
A. imitator, A. aureolatum, H.
leporispalustris
R. slovaca D. marginatus, D. SENLAT Europa
reticulatus (antiguamente Norte de Africa
denominado
TIBOLA/DEBONE
L)
Candidatus R. | Numerosas especies del género | ¢ Fiebre América
amblyommii Amblyomma manchada?

Adaptado de Parola y col. ( 2013).
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100 | R- massiliae cepa CABA (Argentina) *
99 CP003319 Rickettsia massiliae cepa AZT80 (EEUU)
100 CP000683 Rickettsia massiliae cepa MTU5 (Francia)
— CP003342 Rickettsia rhipicephali cepa 3-7-female 6 (EEUU)
65’7 L CP010969 Rickettsia raoultii cepa Khabarovsk (Rusia)
CP012420 Candidatus Rickettsia amblyommii cepa Ac37 (Brasil)
100 —— CP001612 Rickettsia africae cepa ESF-5 (Etiopia)

97

52 86| L—— CP003341 Rickettsia parkeri cepa Portsmouth (EEUU)
QLL— AE006914 Rickettsia conorii cepa Malish 7 (Sudafrica)
100 CP002428 Rickettsia slovaca cepa 13-B (Eslovaquia)

—— CP003305 Rickettsia rickettsii cepa Brazil (Brasil)

100 L— CP003308 Rickettsia philipii cepa 364D (EEUU)
AP011533 Rickettsia japonica cepa YH (Japon)

100 —— CP002912 Rickettsia heilongjiangensis cepa 054 (China)
CP003340 Rickettsia montanensis cepa OSU 85-930 (EEUU)

100

CP003338 Rickettsia australis cepa Cutlack (Australia)

A
0.01

Figura 7. Arbol filogenético con todos los fragmentos genéticos concatenados



D — Conclusiones

Segun nuestro conocimiento, este es el primer aislamiento de R. massiliae en
Argentina y el segundo en las Américas. Ademas, es la segunda especie de rickettsia
aislada en nuestro pais.

R. massiliae ha sido detectada en garrapatas del género Rhipicephalus con diversos
niveles de infeccidn, en nuestro pais fue detectada en 3,2 % al 20,0 % de garrapatas
Rh. sanguineus de CABA y 12,0 % en Bahia Blanca (Cicuttin, 2014c; Cicuttin y col.,
2015b). El nivel de infeccion detectado en este estudio (2,0 %) es similar a estudios
previos, pero de suma importancia si consideramos que las garrapatas positivas
fueron colectadas de 1/10 perros muestreados (10 %). Las diferencias entre los
estudios previos posiblemente se encuentran relacionadas con la poblaciéon de
garrapatas estudiadas y los métodos diagndsticos utilizados. Ademas, el nivel de
infeccién puede variar cuando las garrapatas se encuentran ingurgitadas, dado que
pueden infectarse con microorganismos circulantes en la sangre del hospedero
(Estrada Pena y col., 2013).

Diferentes genotipos de R. massiliae fueron detectados en distintas especies de
Rhipicephalus, tales como Mtu5 detectada en Rh. senegalensis y Mtu1l en Rh.
sulcatus, Rh. lunulatus y Rh. mushamae en Africa Central; Bar29 en Rh. sanguineus y
Rh. turanicus de Europa; GS en Rh. sanguineus de Grecia; y AZT80 en Rh.
sanguineus de EEUU (Beeler y col., 2011; Renvoisé y col., 2012). La cepa CABA es
similar genéticamente a los hallazgos anteriores en Argentina (en CABA y Bahia
Blanca), presenta solo 4 nucleétidos de diferencia con respecto a la cepa Bar29
aislada en Espafia (considerando 5 fragmentos génicos, dado que no se encuentran
disponibles secuencias del gen hirA de Bar29) y sélo 6 nucledtidos de diferencia con
respecto a la cepa AZT80 aislada en EEUU (considerando los 6 fragmentos génicos).
A su vez, se debe tener en cuenta que el aislamiento obtenido, al ser a partir de un
grupo de garrapatas (y no una garrapata individual) tiene la posibilidad de estar
compuesto por distintas R. massiliae provenientes de mas de una garrapata (si bien
esto no se observo en las distintas secuencias obtenidas).

En los arboles filogenéticos de R. massiliae se observan agrupamientos similares
entre los distintos fragmentos génicos analizados. Para el caso del fragmento del
espacio intergénico 23S-5S ARNr, por un lado se agrupan R. massiliae
halladas/aisladas de Rh. sanguineus de América y Espafia, y por el otro la cepa MTU5S
aislada de Rh. turanicus de Francia (Figura 1). En el fragmento del gen ompA es
donde se conté con la mayor cantidad de secuencias para construir el arbol

filogenético, observandose un agrupamiento similar al anterior, destacandose
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hallazgos en un caso humano de Italia y en Rh. guilhoni de Senegal que agrupan junto
a la cepa CABA, (Figura 2). En los arboles de los fragmentos siguientes (ompB, gltA,
htrA 'y scal) se observa un patron similar donde se agrupan cepas R. massiliae
aisladas de Rh. sanguineus de América (CABA y AZT80) y Espafia (Bar29) y por el
otro las cepas Mtu1/MTUS aisladas de Rh. turanicus de Francia (Figuras 3 a 6). En la
Figura 7 se observa los distintos agrupamientos que presentan las rickettsias del GFM,
principalmente por un lado el grupo formado entre otros por patdégenos humanos
reconocidos hace tiempo (como R. africae, R. parkeri, R. conorii y R. rickettsii) y otro
grupo formado por R. massiliae, R. rhipicephali, R. raoulti y Candidatus R.
amblyommii, formado por patégenos recientemente reconocidos y otros sospechados.

Respecto a la relacién entre las distintas cepas de R. massiliae y los vectores, se
puede observar los hallazgos en distintas especies del género Rhipicephalus en
distintas partes del mundo y, en general, la cercania filogenética entre R. massiliae
halladas en las mismas especies de vectores. La denominada tradicionalmente
garrapata marron comun del perro (Rh. sanguineus) es una especie ampliamente
estudiada de gran importancia sanitaria y econdmica. Sin embargo, a 210 afios de su
primera descripcion, su estatus taxondmico no esta resuelto, dado que el tipo original
de la especie esta perdido, su primera descripcion (realizada por Latrielle en 1806)
carece de muchos detalles importantes y no existe consenso en cuanto a la
variabilidad morfolégica dentro de la especie (Nava y col.,, 2015). Como se
mencionaba en la introduccién, hallazgos recientes (genéticos y de entrecruzamientos)
sugieren que esta conformada por distintas especies (Moraes Filho y col., 2011 y
2015; Nava y col., 2012 y 2015). Basados en los caracteres morfolégicos, distintos
autores a lo largo del tiempo han denominado como Rh. sanguineus a la mayoria de
las garrapatas encontradas en perros con un aspecto similar, encontrandose en esta
situacion confusa especies como Rh. camicasi, Rh. ghilhoni, Rh. sulcatus y Rh.
turanicus, entre otras, con lo cual es necesario redefinir todo este complejo de
especies (Nava y col., 2015). Por ello, las distintas especies de Rhipicephalus donde
se encontré R. massiliae, deben tomarse con cautela, especialmente en las regiones
donde pareceria haber solapamiento de especies, como en Europa y norte de Africa.
Respecto a la situacion en Argentina, distintos estudios han determinado la existencia
de dos linajes: tropical (norte de Argentina, sin deteccion de R. massiliae) y templado
(resto del pais, donde se detectdé R. massiliae) (Nava y col., 2012). En este sentido, R.
massiliae en América solo fue detectado en EEUU y Argentina, donde predomina el
linaje templado de Rh. sanguineus, mientras que nunca fue detectado en paises como
Brasil, Colombia, México, entre otros, donde predomina el linaje tropical de Rh.

sanguineus (Cicuttin, 2014c).
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En CABA, Rh. sanguineus es la garrapata tradicionalmente asociada a caninos, con
una elevada infestacion especialmente en zonas de bajo nivel socioecondmico
(Cicuttin, 2014c; Cicuttin y col., 2011). Numerosos estudios demostraron que la
prevalencia es mayor entre los animales que vagabundean, quienes por lo general no
tienen tratamiento contra ectoparasitos (Cicuttin, 2008 y 2014c). Es importante
considerar que si bien el parasitismo de Rh. sanguineus en hospedadores que no sean
perros es bastante inusual, esta asociado principalmente a la presencia de perros y
entornos muy infestados, condiciones que se dan habitualmente en barrios
carenciados. En efecto, los altos niveles de infestacion ambiental podrian aumentar el
riesgo de exposicion humana a Rh. sanguineus y por lo tanto el riesgo de adquirir
patégenos transmitidos por garrapatas (Alvarez y col., 2014; Cicuttin, 2014c).

En conclusion, la importancia para la salud publica de R. massiliae en areas urbanas
del pais esta revelada por la descripcién en Buenos Aires de un caso humano (Garcia
Garcia y col., 2010), la deteccién en Rh. sanguineus en areas urbanas como CABA,
Bahia Blanca y Mendoza (Cicuttin, 2014c), la ocurrencia de picaduras de garrapatas
en humanos en CABA y Bahia Blanca (Cicuttin y col., 2011) y la seropositividad
detectada en humanos en barrios carenciados de CABA (Cicuttin y col., 2015a). Es asi
como este aislamiento es de importancia central para mejorar el conocimiento de la
circulacion de este patéogeno y su relacion filogenética con otros aislamientos
mundiales. A futuro, podria permitir la produccion de antigenos especificos para

diagnostico seroldgico de esta patologia en nuestro pais.
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