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RESUMEN

El Salvador es el pais con la menor cantidad de especies de garrapatas y el segundo con menor
especies de Rickettsia reportadas en América Central. La diversidad de especies de garrapatas,
desde ambientes silvestres y domésticos, existentes en Panama y Costa Rica y su asociacion con
varias especies del género Rickettsia, incluyendo la especie mas patdgena e importante del mundo
Rickettsia rickettsii, que ha causado la muerte de personas en estos paises, contrastan con los datos
de El Salvador. Evidencia seroldgica de Rickettsia ha sido demostrada en humanos de todos los

paises de América Central.

En este estudio se evalud la presencia de Rickettsia en garrapatas colectadas desde ambientes
silvestres y animales domesticos, principalmente el perro, considerando su rol como puente
transmisor de garrapatas desde ambientes silvestres a zonas peridomésticas. Un total de 1,264
garrapatas fueron colectadas directamente de 210 perros desde diez distritos del pais y otras 328
desde dos especies domésticas y 28 silvestres provenientes de areas de conservacion, centros de

rescate y clinicas veterinarias.

Un andlisis morfoldgico a traves de claves dicotomicas fue realizado para la identificacion inicial
de garrapatas. El analisis molecular mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
y secuenciacion fue realizado para la confirmacion de especies de garrapatas empleando
secuencias parciales del gen 16S RNA y en la identificacion de especies de Rickettsia empleando
secuencias parciales de los genes gltA y ompA. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con
otras existentes en el banco genético mundial y se emplearon para elaboracion de un analisis

filogenético.

Un total de 14 especies de garrapatas fueron identificadas, siete de ellas colectadas desde perros.
Estas siete especies poseen reportes de afectacion en humanos de América y cuatro de ellas
también fueron colectadas desde ambientes silvestres. Entre el 20 y el 25% de las garrapatas
analizadas de perros y ambientes silvestres, respectivamente, fueron positivas a especies del
género Rickettsia del Grupo de la Fiebre Manchada, grupo al que pertenece R. rickettsii. Se
identifican por primera vez en el pais las siguientes seis especies de garrapatas: Amblyomma
longirostre, Ixodes cf. boliviensis, Ixodes sp., Dermacentor panamensis, Ornithodoros

puertoricensis y Otobius megnini; y al menos tres especies de Rickettsia: Rickettsia parkeri strain



Atlantic rainforest, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis,
requiriendo mayor investigacion la especie aqui denominada como Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum.
Se evidencio por primera vez en el pais una especie de Rickettsia patdgena para el ser humano, la
especie Rickettsia parkeri en el distrito de Santa Tecla.

Considerando el reporte inédito de especies de garrapatas y Rickettsia para el pais, es importante
continuar en la caracterizacion de estos agentes para establecer su verdadero impacto como
patogenos. El presente trabajo expone la posibilidad de ocurrencia de rickettsiosis en la poblacion

salvadorefia.
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1 INTRODUCCION GENERAL

El Salvador es el pais mas pequefio de América Central, limita al oeste con Guatemala, al norte
con Honduras, al este con Honduras y Nicaragua y al sur con el Océano Pacifico. Su extension es
de aproximadamente 21,040.56 kilometros cuadrados, con 296 kildmetros de costa pacifica a lo
largo de todo el pais, es el Unico pais centroamericano que no posee costa sobre el Mar Caribe.
Localizado en latitud Norte, sus coordenadas geograficas estan entre 13° y 14° norte y entre 87°y
90° oeste. La precipitacion anual es cerca de 1,200 y 2,800 milimetros, con una temperatura anual
entre 12.7°C y 26.9°C. Dos zonas montafiosas paralelas de oeste a este separan al pais en 2
regiones: montafias y valle central y planicie costera. La cadena montafiosa sur esta formada por
20 volcanes. Su divisién politica incluye tres zonas geograficas: zona occidental, zona central y
zona oriental. Administrativamente se divide en 14 departamentos, 44 municipios y 262 distritos.
El pais cuenta con un Gltimo censo poblacional elaborado en el afio 2024 que registra 6,029,976
habitantes. En cuanto a su situacion ambiental, existe un proceso de degradacion que ha sido mayor
en las Gltimas décadas, originado por factores antropogénicos, principalmente, pero también por
factores naturales y de cambio climéatico (Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales
[MARN], 2005; MARN, 2010; Banco Central de Reserva [BCR], 2024).

A pesar de su extensién territorial y alta densidad poblacional, EI Salvador mantiene una
diversidad biologica significativa que se ve amenazada por la reduccién, el deterioro y la
fragmentacion de los habitats, la sobreexplotacion de los recursos y la contaminacion. Hasta
septiembre de 2024, El Salvador posee una extension mayor a 78,000 hectareas consideradas como
Areas Naturales Protegidas (MARN, 2024). Informacion actualizada hasta el afio 2010, indica que
el 23.80% del territorio nacional estaba ocupado por bosque, haciendo un total de 217,565.1
hectareas; pero los bosques del pais han sido severamente afectados y solo permanece el 2% de
los bosques naturales (MARN, 2010). En el listado de fauna silvestre registrada para El Salvador,
se indica los reportes de 376 especies de insectos, 337 peces, 36 anfibios, 103 reptiles, 584 aves
(nativas y migratorias) y 159 mamiferos (MARN, 2018), pero entre los artropodos los aracnidos
no han sido considerados en ese listado; sin embargo, existen algunos esfuerzos publicados para
conocer la diversidad de arafias en el pais (Sorto 2011) y en cuanto a garrapatas, se ha establecido

la presencia de al menos 12 especies (Romero et al., 2023).



Las garrapatas son un grupo de artropodos perteneciente a los aracnidos, y corresponde a parasitos
temporales obligados de animales vertebrados, que representan un grupo importante de vectores
de enfermedades infecciosas. Son vectores de mas agentes infecciosos que cualquier otro grupo
de artrépodos y en importancia en salud publica son superados Unicamente por los mosquitos
(Guglielmone 2004). Existen cerca de 900 especies en el mundo, de las cuales alrededor de 200
son encontradas en la region Zoogeografica Neotropical (que en su forma amplia comprende las
islas del Caribe, Sur de México, América Central y Sur América); se distribuyen en casi todos los
ecosistemas existentes, con la capacidad de infestar una gran variedad de hospederos y transmitir
diversos agentes etioldgicos, sirviendo no solamente como vectores sino también como reservorios
de estos agentes (Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], 2004; Estrada-Pefia, 2015; Lopes
et al., 2016). Las garrapatas se clasifican en tres familias: familia Argasidae, familia Ixodidae y
familia Nuttalliellidae, esta Gltima posee una sola especie descrita en Africa y comparte
caracteristicas de las otras dos familias por lo que se considera, por algunos, como el ancestro basal
de las familias Argasiade e Ixodidae. En relacion con las familias Argasidae e Ixodidae, éstas se
denominan también como “garrapatas blandas” y “garrapatas duras”, respectivamente, y difieren
tanto en su morfologia como en su fisiologia y biologia. Las garrapatas blandas (Argasidae)
incluyen alrededor de unas 190 especies, no poseen escudo quitinoso, su hipostoma se ubica en
posicidn anterior ventral, se alimentan por cortos periodos de tiempo y procesan la sangre ingerida
eliminando el agua a través del 6rgano coxal; mientras que, las garrapatas duras (Ixodidae) poseen
en su parte dorsal un escudo esclerotizado (por lo que se les denomina como garrapatas duras), su
hipostoma esta en posicion apical, se alimenta por largos periodos de tiempo (por dias 0 semanas
y pueden llegar a ingerir mas de 100 veces su propia masa) y procesan la sangre ingerida
eliminando el agua a través de las glandulas salivales (Estrada-Pefia, 2015; Latif et al., 2012). El
grupo de las garrapatas duras ha sido involucrado en la transmision de agentes patdégenos, como
nematodos, protozoarios, virus y bacterias, ademas, toxinas que podrian afectar la salud de

animales y del ser humano (Guglielmone 2004; Estrada-Pefia, 2015).

En la Region Zoogeografica Neotropical, se describen 137 especies de garrapatas de la familia
Ixodidae, la mayoria de ellas endémicas. Su estudio posee relevancia, debido a que permite
incrementar el conocimiento sobre taxonomia, especificidad de hospederos, enfermedades

transmitidas y distribucion de las especies (Guglielmone et al., 2021). Para el caso especifico de



Ameérica Central y el Caribe, esta region posee reportes de un aproximado de 80 especies de

garrapatas entre blandas y duras (Charles et al., 2021).

Las garrapatas representan los vectores mas importantes de enfermedades hacia animales silvestres
y domeésticos en todo el mundo (Titcomb et al., 2017). Los animales de vida silvestre son
importantes para el mantenimiento y dispersion de garrapatas, y patdgenos asociados (Tsao et al.,
2021) y se ha propuesto que la pérdida de hospederos silvestres puede incrementar la poblacion de
estos aracnidos o incrementar la busqueda de hospedero y contribuir a un aumento en las
enfermedades transmitidas por artrépodos (Titcomb et al.,, 2017; Esser et al., 2018). El
conocimiento de las especies de garrapatas en vida silvestre resulta importante para establecer los

posibles agentes circulando en un lugar y riesgo hacia animales domésticos y el ser humano.

El Salvador ha realizado esfuerzos de conservacion de la biodiversidad, estableciendo Areas
Naturales Protegidas, muchas de las cuales consistian en pequefios terrenos sin conectividad con
otras Areas Naturales Protegidas. Esto motivd a la creacion de las Areas de Conservacion, las
cuales son espacios territoriales compuestos por Areas Naturales Protegidas, zonas de
amortiguamiento, corredores bioldgicos y zonas de influencia, considerando la proximidad
geogréfica, relacion e interdependencia ecoldgica del Sistema de Areas Naturales Protegidas. Esto
permite optimizar la eficiencia administrativa y conectividad ecoldgica (MARN, 2011). Hasta
septiembre de 2024, el pais contaba con 208 Areas Naturales Protegidas al interior de 15 Areas de
Conservacion (MARN, 2024).

La presencia de animales domésticos viviendo en las Areas de Conservacion incrementa el riesgo
de contacto con garrapatas y agentes patdgenos provenientes de vida silvestre. Entre los animales
domésticos, el perro puede verse afectado por diversas especies de estos ectoparasitos
(Polsomboon et al., 2022).

La presencia de perros (Canis familiaris) es universal y esta especie se encuentra presente en todas
las culturas, ocupando un lugar en la vida de la sociedad moderna, a tal punto que, para algunos
propietarios, poseen un estatus mas alld de un simple animal doméstico. Su proceso de
domesticacion inicio miles de afios antes que cualquier otro mamifero domesticado, incluyendo a
los animales de importancia en agricultura (Galibert et al., 2011). Aunque sin duda alguna existe
evidencia de los multiples beneficios de los perros en la vida humana, también es cierto que

representan un problema sanitario, en cuanto al manejo de desechos y la transmision de

3



enfermedades infecciosas de forma directa y otras transmitidas por vectores. Es de preocupacion
la transmision de agentes de vida silvestre por perros que deambulan libremente en areas rurales,
pero también en la ciudad (Day et al., 2012; Day 2016). Ellos permanecen més tiempo en el habitat
de las garrapatas que las personas y pueden funcionar como indicadores de exposicion a garrapatas
y agentes patdgenos transmitidos por ellas, un ejemplo de ello se ha demostrado en los Estados
Unidos, para el caso de la enfermedad de Lyme (Johnson et al., 2004). Ademas, los perros pueden
representar un potencial riesgo de transmision de garrapatas y patégenos hacia el ser humano ya
que, al ser vagabundos, pueden adquirir distintas especies de garrapatas, transportandolas desde
ambientes externos hacia las casas, donde la garrapata puede desprenderse y adherirse al ser
humano, aumentando de esta forma el riesgo de interacciones entre perros, garrapatas y humanos,
sobre todo en ambientes rurales (BermuUdez et al., 2016; Zazueta et al., 2021). Se ha demostrado
que los perros pueden permanecer infectados por meses o afios con patdgenos zoondticos
transmitidos por garrapatas, por lo que pueden ser reservorios importantes (Day 2016). Para el
caso del microorganismo Rickettsia rickettsii, causante de la rickettsiosis mas severa del mundo,
el perro tiene la capacidad de funcionar como hospedero amplificador y se ha relacionado la
presencia de casos de rickettsiosis en humanos en ambientes con perros que deambulan libremente

en la zona (Alvarez-Hernandez et al., 2017).

Es necesario tomar en consideracion que la distribucién geografica de las garrapatas varia de
regién a regién y asi mismo los patégenos asociados a ellas, resultando para cada region geogréafica

su propio riesgo de transmision de patdgenos especificos (Day 2016).

Los patdgenos transmitidos por garrapatas son causa de una gran variedad de enfermedades en
animales y humanos entre las que se puede mencionar la anaplasmosis, babesiosis, borreliosis,
ehrlichiosis y rickettsiosis, con una distribucion mundial que incluye las areas tropicales, como es
el caso de América Central. En la regidn, entre las enfermedades transmitidas por garrapatas que
afectan a humanos, las correspondientes al grupo de rickettsias de la Fiebre Manchada, son las mas
frecuentes (Charles et al., 2021).

La rickettsiosis es una enfermedad de importancia en salud publica causada por bacterias
intracelulares obligadas del género Rickettsia. Se le considera una amenaza por los ciclos
zoonoOticos que mantiene en la naturaleza, que puede representar un problema de salud mayor al

que se le reconoce (Labruna et al., 2004; OPS, 2004). Existe una gran cantidad de especies y

4



candidatos a especie en el género, que han sido determinadas mediante el empleo de técnicas
moleculares. Actualmente el género es clasificado en cuatro grupos: Grupo tifus, Grupo de la
Fiebre Manchada, Grupo transicional y Grupo ancestral basico (Blanton, 2019). EI Grupo de la
Fiebre Manchada (GFM) es el més importante, con alrededor de 30 especies reconocidas

distribuidas a nivel mundial, de las cuales al menos 15 causan enfermedad en el ser humano.

En América Central los cuatro grupos estan representados por diferentes especies, en el GFM la
especie mas importante, no solo en América Central sino en el mundo, es R. rickettsii; sin
embargo, el Grupo tifus (GT) también posee especies de interés como Rickettsia prowazekii y
Rickettsia typhi; mientras que el Grupo transicional (denominado asi porque sus miembros poseen
caracteristicas del grupo tifus y del grupo de la Fiebre Manchada), posee a las especies Rickettsia
akari, Rickettsia asembonensis y Rickettsia felis (Blanton, 2019; Maina et al., 2019). Por ultimo,
el Grupo ancestral basico no posee rickettsias de patogenicidad conocida y comprende a Rickettsia
bellii y especies que han sido aisladas de diferentes artrépodos terrestres (Kichler et al., 2009).

La rickettsiosis es transmitida por artrépodos que incluyen no solo a garrapatas sino también
piojos, &caros y pulgas a través de picadura, contaminacion de mucosas o heridas. Es una
importante enfermedad en el mundo y los sintomas que produce en el ser humano son
indistinguibles de otras enfermedades febriles, por lo que su diagnostico es dificil de realizar. En
el GT, la especie R. prowazekii es transmitida por el piojo corporal (Pediculus humanus humanus)
y es el ser humano el reservorio debido a que, una persona recuperada puede mantener la infeccion
latente. Otra especie de importancia en el grupo es R. typhi, la cual posee al género Rattus como
el principal reservorio y es la pulga de la rata (Xenopsylla cheopis) quien trasmite la rickettsia
cuando defeca, contaminando heridas o mucosas del ser humano. Ambas especies son
consideradas cosmopolitas ya que se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo (Bermudez
& Troyo, 2018).

En el Grupo transicional, la especie R. akari fue descrita por primera vez en Estados Unidos y
posteriormente, fue identificada en serologia realizada a personas en Costa Rica (Bermldez &
Troyo, 2018). Esta especie es transmitida por el acaro Liponyssoides sanguineus y ademas por la
garrapata R. sanguineus s.l. y aunque su ciclo es propio de roedores, es capaz de causar enfermedad
en el perro (Zavala-Castro et al., 2009). Otra especie del grupo, reportada en América Central es

R. asembonensis, la cual fue descrita por primera vez en Kenya, pero actualmente es considerada
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de distribucion mundial, con reportes en la pulga Ctenocephalides felis en América desde Estados
Unidos, México, Costa Rica, Colombia, Ecuador, Per( y Brasil (Maina et al., 2019). Asi mismo,
otra especie del grupo distribuida en todo el mundo es R. felis, que ha sido descrita en América
Central en Guatemala, Nicaragua, Costa Rica y Panama (Bermudez & Troyo, 2018).

En el grupo ancestral, las especies identificadas son consideradas no patdégenas y en América
Central esta representada por R. bellii en Costa Rica, El Salvador y Panama, desde garrapatas de
reptiles (Bermidez & Troyo, 2018; Romero et al., 2021).

En cuanto al GFM, se identifica en la region de América Central a la especie Rickettsia
rhipicephali, que corresponde a un solo reporte en una garrapata Dermacentor latus de Costa Rica.
Esta especie fue primero reportada en Estados Unidos y luego en Sur América sin que se haya
establecido patogenicidad para el ser humano. En este grupo también se ha identificado a la especie
Rickettsia amblyommatis, la cual esta ampliamente distribuida en América y es la especie mas
comun en América Central con hallazgos en Belice, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica
y Panam4, en diez especies de garrapatas y una especie de pulga (Bermudez & Troyo, 2018;
Romero et al., 2021). Para el caso de Rickettsia parkeri existen reportes en Belice en garrapatas
Amblyomma ovale y Amblyomma maculatum desde perros y animales de vida silvestre, esta
especie es de relevancia al ser causante de enfermedad en humanos de Estados Unidos, Argentina,
Uruguay y Brasil (Lopes et al., 2016; Polsomboon et al., 2017; Paddock, et al., 2020). Ademas de
estas especies, se ha encontrado a la especie Rickettsia africae en garrapatas Amblyomma de
Nicaragua, esta especie causa una rickettsiosis moderada en humanos en Africa; sin embargo, este
reporte puede corresponder a una incorrecta identificacion (Vogel et al., 2018; Krawczak &
Labruna 2018). Por Gltimo, en este grupo, la especie que causa mayor interés es R. rickettsii, agente
causal de la rickettsiosis mas severa del mundo, pero restringida al continente americano desde
Canada hasta la Argentina, siendo la causa de mortalidad en humanos de hasta el 80% en casos no
tratados, lo que la convierte en la enfermedad transmitida por garrapatas mas importante de
Latinoamérica (Soares et al., 2012; Bermudez et al., 2016).

La rickettsiosis cursa en humanos como una enfermedad de fallo multisistémico con sintomas
similares a otras enfermedades infecciosas presentes en la region (dengue, leptospirosis,
chikungunya, zika). Estos sintomas incluyen fiebre, dolor de cabeza, malasia, mialgia, exantema,

nausea y vomito; ademas, se asocia a incapacidad de largo tiempo o permanente como déficit



cognitivo, ataxia, hemiparesis, ceguera, sordera o amputacion debido a gangrena (Tarragona et
al., 2016; Alvarez-Hernandez et al., 2017). En América Central, existe evidencia serolégica de
rickettsias del GFM en humanos de todos los paises, pero Unicamente Panaméa y Costa Rica poseen
evidencia molecular (Bermudez & Troyo, 2018; Dye-Braumuller et al., 2022).

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud, los esfuerzos en vigilancia de
rickettsiosis requieren de investigacion en garrapatas, ya que la mayoria de las especies de
rickettsias de interés, incluidas las GFM, son transmitidas por estos artropodos y la distribucion de
las distintas especies de rickettsias del GFM esta relacionada a la distribucion de sus vectores
principales (OPS, 2004; Bermudez & Troyo, 2018). El abordaje de esta enfermedad debe realizarse
bajo el concepto de Una Salud, debido al involucramiento de los componentes humano, animal y

de medio ambiente (Alvarez-Hernandez et al., 2017).

El diagndstico de la rickettsiosis a nivel mundial en animales y humanos ha sido realizado
principalmente mediante sospecha clinica y el uso de pruebas seroldgicas como
Inmunofluorescencia indirecta, aunque también se efectlan pruebas de aislamiento en cultivo
celular; sin embargo, estas técnicas presentan considerables limitantes. La sospecha clinica puede
resultar dificil ya que se manifiesta con sintomatologia similar a otras enfermedades febriles de
amplia diseminacion en América Central y del Sur; mientras que en las pruebas seroldgicas en
humanos, se ha demostrado que un alto porcentaje de la poblacién sana puede presentar titulos
positivos a Rickettsia, por lo que se requiere una seroconversion o un sero-refuerzo entre una
primera y una segunda muestra; ademas, puede presentarse falsos positivos con anticuerpos como
el IgM de factores reumatoides, por otro lado, la serologia no permite identificar la especie de
Rickettsia, ya que se producen reacciones cruzadas entre especies e incluso con otros géneros
bacterianos. Por Gltimo, aunque el cultivo celular es la prueba de oro en el diagnéstico de la
rickettsiosis, este resulta un proceso muy laborioso, realizado Unicamente por laboratorios
especializados con nivel 3 de bioseguridad y a esto se suma el hecho de que no todas las especies
de Rickettsia crecen con la misma facilidad (Oteo et al., 2014); a pesar de dichas limitantes, el

cultivo celular presenta gran valor para el estudio de las rickettsiosis.

Los métodos moleculares de amplificacion de Acido desoxirribonucleico (ADN), por la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el analisis de secuencias de ADN, representan herramientas

rapidas, sensibles y especificas para el diagndstico de la rickettsiosis e identificacion de especies,
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y resultan pruebas mas seguras para el manipulador al trabajar con volumenes pequefios y en tubos
cerrados, permitiendo incluso caracterizar los agentes rickettsiales en sus vectores artrépodos
(Oteo et al., 2014). El PCR se basa en la habilidad de la ADN polimerasa en sintetizar una nueva
banda de ADN complementario a la banda original de la molécula. Como la ADN polimerasa
agrega nucleotidos solo a partir de un grupo 3" OH preexistente, se producen secuencias cortas de
ADN que permiten este proceso y que ademas delimitan una region especifica del ADN de interés
a amplificar. Para el diagndstico molecular de organismos rickettsiales, se emplean principalmente
seis genes para definir género y especie: 16S rRNA (Gen del ARN ribosémico 16S), gltA (gen de
la Citrato sintasa), ompA (gen de la proteina de membrana A), ompB (gen de la proteina de
membrana B), sca4 (Proteina de superficie celular PS-120) y el gen del antigeno de membrana
externa 17-kDa (Scarpulla et al., 2016). EI gen gltA es una de las dianas mas sensibles para la
determinacion de género y el gen ompA la més especifica para deteccidn de especie del GFM en
garrapatas (Santibafiez et al., 2013); ademas, debido a que producen proteinas de importancia que
les confiere una seleccion neutral, se emplean como marcadores moleculares Utiles para el
reconocimiento de especies y para establecer sus relaciones filogenéticas, siendo ampliamente
utilizados para el diagnostico e identificacion de especies de rickettsia desde garrapatas y humanos
en la regién (Labruna et al., 2004; Hun et al., 2008; Troyo et al., 2016; Polsomboon et al., 2017).
El gen gltA codifica la enzima Citrato sintasa, cuya funcién es catalizar la primera reaccion del
ciclo del &cido citrico, importante para la obtencién de energia. Se encuentra presente en casi todos
los organismos vivos y pertenece a genes conservados constituyendo un marcador molecular para
determinar la relacion evolucionaria dentro del género Rickettsia (Roux et al., 1997). EI gen ompA
codifica la proteina transmembrana A, importante en la patogenicidad de la rickettsia del GFM al
mediar la invasion de células de mamiferos y se encuentra presente en todos los miembros del
GFM, considerandolo de utilidad para el analisis filogenético ya que presenta un alto grado de

variacion inter-especie (Fournier et al., 1998; Hillman et al., 2013).

El empleo de PCR ha demostrado el hallazgo de un solo tipo de secuencia de Rickettsia por
garrapata, indicando que garrapatas individuales mantienen un solo alelo de gltA bacteriano (Qiu
et al., 2014), esto puede deberse a una exclusion entre especies simbiontes y patégenos de
Rickettsia que limitan la distribucion de la especie entre vectores (de la Fuente et al., 2017).
Macaluso et al., (2002), demuestran el mantenimiento de una sola infeccion en garrapatas,

indicando que una infeccidn primaria, previene una infeccion secundaria de Rickettsia.
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Con base a lo anterior, el primer capitulo de esta tesis trata sobre las especies de garrapatas
identificadas en los perros que fueron incluidos en el estudio, lo que es necesario para establecer
la distribucion espacial de las distintas especies y su relacion con agentes rickettsiales. EI segundo
capitulo, aborda la identificacion y prevalencia de microorganismos del género Rickettsia del
Grupo de la Fiebre Manchada en las especies de garrapatas procedentes de perros, asi como su
distribucion espacial y relacion filogenética con las especies presentes en la region. Finalmente se
cuenta con un tercer capitulo que muestra los hallazgos inéditos de especies de garrapatas
colectadas desde ambientes silvestres y de animales tanto domeésticos como silvestres, ademas de

las especies de Rickettsia asociadas a ellas.



1 OBJETIVOS
1.1 22 Objetivo General:

- ldentificar, caracterizar genéticamente y georreferenciar especies de garrapatas y

rickettsias provenientes de perros de El Salvador.

12 23 Objetivos Especificos:

- ldentificar morfoldgica y molecularmente especies de garrapatas duras obtenidas desde

perros de El Salvador.

- Determinar las especies de Rickettsia del grupo de la Fiebre Manchada en garrapatas duras

procedentes de perros de El Salvador.

- Estimar las relaciones filogenéticas de las especies de Rickettsia identificadas en las

garrapatas duras procedentes de perros de El Salvador.

- Elaborar un mapa de distribucion de las especies de garrapatas y rickettsias procedentes de

perros de El Salvador.

2 HIPOTESIS

Existen especies de Rickettsia potencialmente zoondticas en garrapatas de perros de El Salvador,
que representan un riesgo de transmision hacia el ser humano debido al estrecho contacto entre

perros y humanos.
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3 CAPITULO 1. DETERMINACION DE ESPECIES DE GARRAPATAS
PROCEDENTES DE PERROS DE EL SALVADOR
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4.1 Resumen

En Ameérica Central se reconoce a los perros como hospederos de al menos siete especies de
garrapatas. Estos se vuelven hospederos importantes en el transporte de garrapatas desde
ambientes silvestres hasta areas domésticas, incrementando la probabilidad de cruce de patégenos
con otros animales y también seres humanos. El Salvador, no posee registros oficiales sobre

diversidad de especies de garrapatas afectando perros del pais.

Se obtuvieron 1,264 garrapatas procedentes de 230 perros de diez distritos del pais y mediante
andlisis morfologico y molecular, se demostrd la presencia de cinco especies de garrapatas:
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), Rhipicephalus microplus, Amblyomma mixtum,

Amblyomma confer (cf.) parvum y Amblyomma ovale.

La especie R. sanguineus s.l. resultdé la mas abundante con presencia en todas las localidades
investigadas y en un 80.87% de los perros en estudio; mientras que la garrapata R. microplus,
presentd un solo hallazgo. La especie A. mixtum fue identificada en seis de los diez distritos, en
13.91% de los animales, A. ovale fue identificada en 10.87% de perros y estuvo limitada a dos
distritos. Finalmente, para el caso de la especie A. cf. parvum, se observé en cinco distritos en un

10.43%, de los perros evaluados.

Todas las especies de garrapatas identificadas presentan potencial de parasitar seres humanosy su
distribucion espacial demuestra areas geograficas compartidas, 1o que supone una interaccion entre
las diferentes especies de garrapatas y el perro, incrementando el riesgo de adquisicién y
transmision de microorganismos de importancia en medicina veterinaria y salud publica,

requiriendo investigacion para establecer su verdadero impacto.
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4.2 Introduccion

La fauna de garrapatas de la familia Ixodidae en Centro América es relativamente abundante
(considerando su extension territorial). Paises como Costa Rica, Panama y Guatemala poseen al
menos 40, 39 y 33 especies distintas de garrapatas duras, respectivamente (Guglielmone et al.,
2021). Esto puede deberse en parte a que la poblacion y abundancia de garrapatas depende de
factores ambientales tales como el clima, la cobertura y uso de tierra, asi como presencia de
hospederos adecuados (Estrada-Pefia 2015; Bermudez et al., 2016). El clima y microclima posee
un impacto sobre la poblacion de garrapatas; por ejemplo, la temperatura juega un importante rol
en la regulacion del ciclo de vida de la garrapata, altas temperaturas unidas a sequia, asi como muy
bajas temperaturas, pueden inducir alta mortalidad en la poblacion de garrapatas; sin embargo,
esto no aplica a garrapatas con comportamiento de interiores, debido a que ellas habitan en
proximidad con su fuente de alimentacion, sin verse influenciadas por el ambiente externo
(Estrada-Pefia 2015), por el contrario, condiciones dptimas pueden permitir el desarrollo de varias
generaciones de garrapatas durante el afio (Alvarez-Hernandez et al., 2017). La cobertura y uso de
la tierra representan un incremento en el riesgo de contacto con garrapatas y transmision de
patdgenos, la fragmentacion de habitats, por actividades humanas como la agricultura, producen
areas boscosas inmersas en otros tipos de habitat que puede modular no solo la poblacion de
garrapatas sino los tipos de hospederos (influyendo en el nimero de especies y abundancia) y por
lo tanto la transmisidn de agentes patdgenos asociados a ellos (Estrada-Pefia 2015; BermUdez et
al., 2016). Es conocido que, con relacion a hospederos, algunas garrapatas son muy especificas y
la ausencia de este podria prevenir la presencia de la garrapata en un lugar determinado, otras
pueden adaptarse a diferentes hospederos y en general, el periodo de abundancia del hospedero

determina la abundancia de la garrapata (Estrada-Pefia 2015).

La expansion de las ciudades hacia areas adyacentes con alta vegetacion, y la movilizacion de
animales domesticos entre estas zonas, incrementan el riesgo de adquirir diferentes especies de
garrapatas y la transmision de agentes patogenos (Bermudez et al., 2016). Mientras que algunas
garrapatas han logrado adaptarse a ambientes urbanos, como el caso de R. sanguineus s.l., otras
como las especies del género Amblyomma, prefieren los ambientes de las areas rurales. El
medioambiente rural permite una mayor interaccion garrapata-hospedero y se ha demostrado que

favorecen la mayor variabilidad de especies afectando a perros (Bermudez et al., 2016). El declive
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del ambiente transformado por el ser humano y la introduccion de animales domésticos, como el
perro, puede permitir la presencia y mantenimiento de algunas especies de garrapatas y su
adaptacion a ambientes antropogénicos; de tal manera que las actividades agricolas incrementan
la probabilidad de cruce de parésitos entre el campo, la ciudad y la vida silvestre (Szabo et al.,
2007; Bermudez et al., 2016).

En Ameérica Central, los perros son hospederos de diversas especies de garrapatas y se reconoce a
Rhipicephalus sanguineus s.l. como la especie méas abundante y ampliamente distribuida (Campos-
Calderon et al., 2016; Springer et al., 2018). Menos frecuente es el hallazgo de las especies
Amblyomma maculatum en Costa Rica; Amblyomma mixtum en Nicaragua, Costa Rica y Panamg;
Amblyomma ovale en El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y Panama; Amblyomma triste en
Nicaragua; Rhipicephalus microplus en El Salvador, Costa Rica y Panama e Ixodes boliviensis en
Costa Rica y Panama (Troyo et al., 2012; Vogel et al., 2018; Bermudez et al., 2016; Campos-
Calderon et al., 2016; Ferrel et al., 2017; Springer et al., 2018; Pacheco-Solano et al., 2019;
Romero et al., 2021).

En EIl Salvador, a partir del afio 2024, existen 44 municipios que comprenden 262 distritos con
caracteristicas poblacionales, sociales y ambientales que difieren entre si. El departamento de
Chalatenango esta ubicado en la zona central del pais y alberga la menor densidad poblacional del
pais. En este departamento se encuentran los distritos de Agua Caliente, Nueva Concepcion y
Santa Rita, actualmente formando parte del municipio de Chalatenango Centro, el cual posee un
74.9% de la poblacion viviendo en zona rural y el 27.2% se consideran hogares en pobreza
multidimensional. Este municipio ostenta la menor densidad poblacional del pais con 84 habitantes
por kilometro cuadrado. En el departamento de Chalatenango también se encuentran los distritos
de Chalatenango y San José Las Flores, actualmente formando parte del municipio de
Chalatenango Sur, el cual posee un 63.7% de la poblacién viviendo en zona rural y el 19.9% se
consideran hogares en pobreza multidimensional. EI departamento de La Libertad esta ubicado en
la zona central del pais y comprende, entre otros, al distrito de Santa Tecla, actualmente formando
parte del municipio de La Libertad Sur, el cual posee un 47.5% de la poblacion viviendo en zona
rural y el 16.8% se consideran hogares en pobreza multidimensional. El departamento de San
Salvador esta ubicado en la zona central del pais y posee la mayor densidad poblacional del pais.

En este departamento se encuentra el distrito de Apopa, actualmente formando parte del municipio
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de San Salvador Oeste, el cual posee un 11.1% de la poblacion viviendo en zona rural y el 24.0%
se consideran hogares en pobreza multidimensional. Este departamento también alberga al distrito
de llopango, actualmente formando parte del municipio de San Salvador Este, el cual posee un
5.3% de la poblacion viviendo en zona rural y el 10.9% se consideran hogares en pobreza
multidimensional. Este municipio posee la segunda mayor densidad poblacional del pais con 3,057
habitantes por kilémetro cuadrado. Ademas, este departamento incluye al distrito de San Marcos,
actualmente formando parte del municipio de San Salvador Sur, el cual posee un 29.8% de la
poblacion viviendo en zona rural y el 26.0% se consideran hogares en pobreza multidimensional.
El departamento de Santa Ana se encuentra ubicado en la zona occidental del pais y se ubica en
este el distrito de Metapan, actualmente formando parte del municipio de Santa Ana Norte, el cual
posee un 72.1% de la poblacion viviendo en zona rural y el 21.3% se consideran hogares en
pobreza multidimensional (Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo [PNUD], 2024).
Todos estos distritos mencionados, poseen areas de vegetacion con nucleos de poblacion cercana
y los distritos del departamento de Chalatenango y Santa Ana conforman un grupo con menor
densidad poblacional y alto porcentaje de poblacion residente en area rural; mientras que, los
distritos pertenecientes al departamento de San Salvador y La Libertad conforman los cinco
municipios con mayor densidad poblacional y cuatro con menor porcentaje de poblacion residente

en area rural del pais.

La importancia de establecer especies de garrapatas afectando perros y su distribucion en un lugar,
se debe a que los perros, como mascotas, aumentan el riesgo de transmision de garrapatas a sus
propietarios, posibilitando la interaccion con diferentes patdgenos y el incremento de
enfermedades zoonoticas transmitidas por estos vectores, como es el caso de las rickettsiosis
(Ferrel et al., 2017; Jones et al., 2018). En El Salvador la informacion sobre garrapatas, su

presencia en perros y distribucion es limitada.

15



4.3 Objetivos

- Identificar morfoldgica y molecularmente especies de garrapatas duras obtenidas desde perros
de El Salvador.

- Elaborar un mapa de distribucion de las especies de garrapatas procedentes de perros de El

Salvador.

- Establecer presencia de especies de garrapatas con potencial zoonético desde perros de El

Salvador.

4.4 Hipotesis

Perros de El Salvador presentan infestacién de garrapatas duras provocadas por mas de una

especie, algunas con importancia en salud publica.

45  Materiales y Métodos
45.1 Area de estudio

La investigacion fue realizada en diez distritos de El Salvador: Agua Caliente, Apopa,
Chalatenango, llopango, Metapan, Nueva Concepcion, San Joseé las Flores, San Marcos, Santa Rita
y Santa Tecla. Estos distritos fueron identificados con una afectacion moderada para Arbovirosis,
durante los afios de 2017 y 2018 por el Ministerio de Salud de EI Salvador, que incluye las
enfermedades del Dengue, Zika y Chikungunya; ademas, estos distritos disponen de areas con
abundante vegetacion y areas de conservacion o se encuentran limitando con ellas. La disposicion
y apoyo de las Alcaldias a las que corresponde cada municipio fue indispensable para la realizacion
del estudio en cada uno de ellos. La seleccion de las zonas de colecta y la toma de las muestras se
realizd con ayuda de las autoridades municipales y representantes de las comunidades, con los
cuales fueron programadas las visitas, en areas con nucleos poblacionales y areas de vegetacion.
El distrito de Santa Tecla, en el departamento de La Libertad, fue incorporado a la investigacion,

al no poderse concretar la toma de muestras en un municipio previamente elegido; ademas, por la
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situacion de pandemia, fue una alternativa viable por su cercania y al cumplir con caracteristicas

de presentar nucleos poblacionales y area de conservacion.

4.5.2 Colecta de garrapatas

Los perros fueron seleccionados al azar, obteniendo al menos 21 perros de cada distrito, en
coordinacion con las alcaldias y lugarefios. Un total de 230 perros con presencia de garrapatas
fueron incorporados a la investigacion, en el periodo comprendido entre agosto 2019 y agosto
2020, éstos se eligieron por ser perros que deambulaban libremente, con acceso a zonas con
vegetacion, con la finalidad de asegurar una mayor diversidad de especies de garrapatas. Los perros
debian poseer propietarios quienes debieron proporcionar su permiso para trabajar con el animal.
De cada perro se registré localidad y georreferenciacion para el establecimiento de la distribucién

espacial de especies de garrapatas identificadas.

Con ayuda de los propietarios, los perros fueron revisados por exploracion fisica, mediante
inspeccion visual y palpacion, con el fin de detectar bultos en el pelaje, producto de la presencia
de una garrapata en el animal. Las garrapatas fueron removidas desde sus sitios de predileccion:
orejas, alrededor de los ojos, cuello, nariz, axilas y entre los dedos, registrandolas con un nimero
unico de identificacion y conservandolas en etanol absoluto para realizar observacion morfoldgica

y analisis molecular.

4.5.3 Identificacion taxonémica y molecular de garrapatas.

Las garrapatas colectadas fueron separadas en sus diferentes fases de desarrollo de su ciclo de
vida: larva, ninfa y adulto. Se identificaron morfolégicamente registrando especie, mediante el
empleo de claves dicotomicas para garrapatas adultas segun Barros-Battesti et al. (2006) y Martins
et al. (2010). Larvas y ninfas del género Amblyomma fueron identificadas solo a nivel de género

ante la ausencia de claves de identificacion adecuadas.

4.5.4 Extraccién de ADN desde garrapatas

La extraccion de ADN se llevo a cabo para garrapatas adultas, ninfas y larvas con el empleo de
Dneasy ® Blood and Tissue Kit (Valencia, California). Una garrapata completa o una parte de esta

(en el caso de garrapatas ingurgitadas), fue macerada y tratada con proteinasa K durante toda la
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noche, posterior a completar la lisis, se continud bajo el seguimiento del protocolo complementario
aplicado a garrapatas, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La extraccion de ADN se
realizd en las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de El Salvador.

455 Caracterizacion molecular de garrapatas.

Al menos una garrapata de cada especie identificada morfoldégicamente y una fase inmadura
provenientes de cada perro, fueron procesadas a través de la técnica de PCR, hasta la obtencion de
un fragmento de alrededor de 460pb, correspondiente a un segmento del gen mitocondrial 16S
rRNA, segiin Mangold et al. (1998). La reaccion fue realizada en las instalaciones del laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de EI Salvador. Los
productos de PCR obtenidos fueron trasladados al laboratorio del Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Salde Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de la
Universidad de Sao Paulo, donde se procedié a realizar el proceso de secuenciacion en
secuenciador automatico (Applied Biosystems/Perkin Elmer, Foster City, California), conforme a
las instrucciones del fabricante y las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de
garrapatas disponibles en la base de datos de secuencias genéticas de la Libreria Nacional de
Medicina o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), para identificacion de especie. Para ello se

empled un espécimen de cada morfotipo de garrapata.

4.6 Resultados

Se obtuvieron 1264 garrapatas procedentes de 230 perros de diez distritos de El Salvador. El
género Rhipicephalus fue méas prevalente, con un total de 900 garrapatas desde 186 perros
parasitados; mientras que para el género Amblyomma se obtuvieron 364 garrapatas desde 87
perros. Se observd infestaciones mixtas en 43 perros que poseian ambos géneros de garrapatas.

Todos los perros evaluados en esta investigacion fueron mestizos.

A traves de la identificacion morfoldgica y molecular, se demostré la presencia de cinco especies
de garrapatas presentes en perros de El Salvador: se encontré infestacion con el género
Rhipicephalus de las especies Rhipicephalus sanguineus s.l. y Rhipicephalus microplus; mientras

que, para el género Amblyomma se identificaron las especies Amblyomma mixtum, Amblyomma
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cf. parvum y Amblyomma ovale. De las fases inmaduras de Amblyomma, 23 garrapatas fueron

secuenciadas para identificacion de especie.

Los datos obtenidos en este estudio muestran al género Rhipicephalus como el mas abundante en
perros de El Salvador, debido a que la especie R. sanguineus s.l. se encontr6 en el 100% de las
localidades investigadas, con una frecuencia de infestacion en perros evaluados que corresponde
al 80.87%, resultando la garrapata mas comun en perros de las diferentes localidades (Tabla 1).
En los distritos de Apopay San Jose las Flores no se identificd perros con otra especie de garrapata
distinta a R. sanguineus s.l. Esta garrapata se encontr6 asociada a una alta infestacion en algunos
hospederos. Otra especie del género identificada en el estudio corresponde a R. microplus, que

representa un solo hallazgo en el distrito de Chalatenango.

En relacion con el género Amblyomma, la especie A. mixtum fue identificada en seis de los diez
distritos, con mayor presencia de animales infestados en el distrito de Chalatenango, con un
39.13% de los perros muestreados en ese distrito. EI porcentaje general de animales afectados con
esta especie fue del 13.91% y se coloca como la segunda especie méas frecuente en perros de las
localidades investigadas. La especie A. ovale fue identificada con un porcentaje general del
10.87% de los perros con infestacion a garrapatas; pero este hallazgo corresponde Unicamente a
dos distritos: San Marcos y Santa Tecla, con mayor frecuencia en el distrito de Santa Tecla
(65.22% de los perros evaluados), en este distrito fue ademas mas frecuente que R. sanguineus s.1.
Una tercera especie del género identificada en perros fue A. cf. parvum, observandose en cinco
distritos, con mayor porcentaje en el distrito de Agua Caliente, representando un 59.09% de los
perros con infestacion de garrapatas en dicho distrito. En general, considerando los diez distritos,
el porcentaje de hallazgo de esta especie corresponde al 10.43%, convirtiéndose en la cuarta
especie de garrapata con mayor frecuencia en los distritos bajo estudio (Cuadro 4.1).

Debido a que no es posible realizar una adecuada identificacion morfologica de garrapatas
inmaduras en estado de ninfa y larva del género Amblyomma, se reporta un 11.74% de perros con

presencia de Amblyomma spp., sin poder establecer la especie correspondiente.
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Cuadro 3.1 Numero y porcentaje de perros infestados con diferentes especies de garrapatas
en diez distritos de El Salvador

N° de Rhipicephalus  Rhipicephalus Amblyomma  Amblyomma Amblyomma  Amblyomma

perros  sanguineus s.l. microplus mixtum ovale cf. parvum spp.

Distrito n % n % n % n % n % n %
Agua Caliente 22 16 72.73% - - 2 9.09% - - 13 59.09% - -
Apopa 21 21 100.00% - - - - - - - - - -
Chalatenango 23 19 82.61% 1 435% 9 39.13% - - - - 10 43.48%
llopango 23 21 91.30% - - 1 4.35% - - 3 13.04% - -
Metapéan 25 19  76.00% - - 7 28.00% - - - - 8 32.00%
Nueva Concepcion 23 20 86.96% - - 7 30.43% - - 4 1739% 9 39.13%
San José Las Flores 25 25  100.00% - - - - - - - - - -
San Marcos 24 16 66.67% - - - - 10 4167% 1 4.17% - -
Santa Rita 21 16 76.19% - - 6 28.57% - - 3 1429% - -
Santa Tecla 23 13 56.52% - - - - 15 65.22% - - - -

TOTAL 230 186 80.87% 1 043% 32 1391% 25 10.87% 24 1043% 27 11.74%

Una observacidn en este estudio sobre el género Amblyomma, en estadio adulto, es que se encontrd
en infestaciones bajas, con poca presencia de estas sobre sus hospederos, en ocasiones con un
unico ejemplar encontrado en el perro y para algunos casos se evidencio infestacion con dos

especies del género en un mismo perro involucrando a las especies A. mixtum y A. cf parvum.

4.6.1 Secuenciacion

El anélisis de alineamiento de secuencias del fragmento correspondiente al gen mitocondrial 16S
rDNA en las garrapatas, demostré que todas las secuencias fueron 100% idénticas a las secuencias
correspondientes publicadas en el GenBank para las especies A. mixtum (1 adulto, 16 ninfasy 5

larvas), A. ovale (1 adulto y 1 ninfa), A. cf. parvum (2 adultos y 1 ninfa) y R. microplus (1 adulto).

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en el GenBank bajo los nimeros de acceso
OP198636- OP198637, OP198638- OP198639, OP1986340 y OP198641.
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4.6.2 Mapa de distribucion

La distribucion de garrapatas se georreferencio en dos diferentes mapas, para especies del género
Rhipicephalus (Figura 4.1) y especies del género Amblyomma (Figura 4.2), con limites
administrativos de El Salvador cuya informacién cartografica base estd disponible desde el
Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN) y Centro Nacional de Registros
(CNR) de EI Salvador. Los mapas de distribucidon se realizaron con el uso de ArcGIS version 9.0
disponible en el Laboratorio de Sistemas de Informacion Geogréfica de la Escuela de Posgrado y
Educacion Continua de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de EI Salvador.
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Figura 3.1. Mapa de distribucion de garrapatas del género Rhipicephalus en perros de diez distritos de
El Salvador.
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Figura 3.2 Mapa de distribucion de garrapatas del género Amblyomma en perros de diez distritos de El
Salvador

4.7 Discusioén

Estos hallazgos mostraron similitud a los reportados en otras investigaciones de la regién, con las
garrapatas R. sanguineus s.l., A. mixtum, y A. ovale como las especies mayormente identificadas
en perros (Vogel et al., 2018; Ferrel et al., 2017; Polsomboon et al., 2017; Springer et al., 2018;
Pacheco-Solano et al., 2019); estos reportes incluyen también las especies R. microplus, Ixodes
boliviensis, A. cf. parvum, Amblyomma maculatum, Amblyomma sculptum y Amblyomma triste,
aungue en menor frecuencia; sin embargo, a excepcion de R. microplus, estas Ultimas especies no
fueron encontradas en los perros de los distritos incluidos en la investigacion. Esto puede deberse
a factores ambientales que pueden influir en la poblacion y distribucion de garrapatas (Ferrel et
al., 2017). Otra diferencia importante se observd en la alta presencia de la garrapata A. cf. parvum

en perros, la cual no ha sido reportada como una especie de alta prevalencia en la region de
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Ameérica Central en dicho hospedero (Tian et al., 2024). A pesar de ello, en América, se reconoce
al perro como un hospedero de A. parvum, hallazgo que ha sido reportado en investigaciones en
México y Brasil (Szabd et al., 2007; Ojeda-Chi et al., 2019).

La garrapata R. sanguineus s.l. representa gran relevancia como vector de agentes patdgenos de
importancia en salud publica y medicina veterinaria. Es la especie méas abundante y ampliamente
distribuida en perros del mundo. En América Central su presencia se ha reportado en altas
prevalencias y es por mucho la garrapata mas frecuentemente identificada en el perro, con
porcentajes de prevalencia que varian del 19.9% hasta el 48% en paises de la region (Springer et
al., 2018). Entre los agentes causantes de enfermedad en perros, que transmite esta garrapata, se
encuentra Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Anaplasma phagocytophilum, bacterias que se han
identificado molecularmente en R. sanguineus s.l. de América Central (Campos-Calderén et al.,
2016). Esta garrapata, en todos sus estadios, prefiere al perro como hospedero y posee en éste un
alto potencial reproductivo (Ojeda-Chi et al., 2019); sin embargo, puede aprovechar otros
hospederos, incluyendo al ser humano (Guglielmone et al., 2006). R. sanguineus s.l. es una
garrapata que se ha adaptado al medio ambiente antropogénico y habita al interior de los hogares,
por lo que puede aprovechar hébitats interiores como muebles o grietas en paredes (Bermudez et
al., 2016), por lo tanto, perros domesticos transportan la garrapata hacia el interior de las casas
desde ambientes peri domésticos e incrementan el riesgo de contacto entre la garrapata y el ser
humano (Alvarez-Hernandez et al., 2017). Estos hébitos confieren a esta garrapata mayor
importancia, ya que se ha demostrado como transmisor de la bacteria R. rickettsii a seres humanos,
principalmente en México, pero también con reportes en Estados Unidos, Brasil, Costa Rica y
Panama (Demma et al., 2005; Argiiello et al., 2012; de Almeida et al., 2013; Alvarez-Hernandez
et al., 2017; Martinez-Caballero et al., 2018; Bermldez y Troyo, 2018). La presencia de esta
garrapata en perros de El Salvador ya habia sido reportada, pero sin establecer frecuencia de
afectacion (Romero et al., 2021). Su presencia representa, por lo tanto, un riesgo importante para
la transmision de agentes a perros y humanos en el pais. La infestacion con R. sanguineus suele
ser encontrada en alta carga en perros (Szabo et al., 2007), lo cual también fue observado en El

Salvador.

Otra especie del género encontrada en esta investigacion corresponde a R. microplus, esta es la

garrapata comun del bovino, distribuida en el tropico y subtropico del mundo, aunque también se
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puede identificar en un amplio nimero de hospedadores, incluyendo al perro y el ser humano. Su
presencia en un lugar estd delimitada por la existencia de ganado bovino (Guglielmone et al.,
2006). En la region de América Central existen reportes publicados de R. microplus en perros y
corresponde a deteccidn ocasional en este hospedero (Troyo et al., 2012; Ferrel et al., 2017). En
cuanto a los agentes patogenos transmitidos por esta garrapata, se encuentran especies de los
géneros Anaplasma y Babesia en bovinos, causando significantes pérdidas econdémicas; ademas,
existe reportes de especies del género Ehrlichia en garrapatas de Asia y de Brasil, de las que se
desconoce su patogenicidad y potencial zoonético (Zweygarth et al., 2013). Hasta el momento, no

se ha reportado transmision de patdgenos hacia el perro.

Con respecto a las especies del género Amblyomma, estas suelen ser recuperadas desde perros que
acostumbran a deambular libremente, ingresando a zonas con vegetacion, incrementando de esta
manera la posibilidad de contacto con especies de garrapatas que provienen de animales de vida
silvestre (Szabd et al., 2007). En EIl Salvador se identifico la presencia de tres especies del género
Amblyomma en areas rurales con abundante vegetacion cercana. Una de las especies observadas
fue la garrapata A. mixtum, la cual es considerada una especie muy agresiva, empleando como
hospederos a diferentes especies animales tanto domésticas como silvestres, asi como también al
ser humano (Bermudez et al., 2016; Bermudez y Troyo 2018; Ojeda-Chi 2019). Su distribucién es
desde Texas hasta Ecuador y la presencia en perros de América Central se ha demostrado en
diversos estudios desarrollados en Nicaragua, Costa Rica y Panama, generalmente con frecuencias
bajas (\VVogel et al., 2018; Bermudez et al., 2016; Campos-Calderoén et al., 2016; Pacheco-Solano
et al., 2019). A. mixtum se ha asociado con la transmisién de especies de Rickettsia en América
Central, incluyendo R. rickettsii, especie causante de la rickettsiosis mas severa en humanos, con
reportes en Costa Rica y Panama (Bermldez y Troyo 2018). Esta especie de garrapata habita
potreros, bosques deciduos y vegetacion riberefia, aprovechando pastos, que le permiten parasitar
diversas especies domésticas y de ambientes antropicos. Es una especie comdn en bovinos y
principalmente en equinos, exponiendo a personas que se dedican a la ganaderia, por lo que es

muy frecuente su hallazgo en seres humanos (Bermudez et al., 2016; Bermudez y Troyo 2018).

Otra especie del género que fue identificada corresponde a A. ovale. Esta es una garrapata que
parasita una amplia variedad de hospederos, incluyendo aves y al ser humano; pero con preferencia

a carnivoros (Murgas et al., 2013). Su distribucion es desde México hasta Argentina. En América
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Central se encuentra en baja frecuencia en perros, con porcentajes que varian desde el 0.9% en
Nicaragua al 4.8% en Costa Rica (Springer et al., 2018); sin embargo, su presencia puede verse
incrementada por las condiciones ambientales, como la existencia de zonas boscosas. Al respecto,
en Nicaragua un estudio llevado a cabo en reservas bioldgicas determind una abundancia
correspondiente al 86% de las garrapatas colectadas (VVogel et al., 2018) y en Panama, ha sido
reportada como la segunda especie mas abundante en perros del pais (Ferrel et al., 2017). Recientes
investigaciones han demostrado la presencia de Ehrlichia canis en A. ovale, sin que se haya
demostrado su capacidad vectorial hacia perros (Ojeda-Chi et al., 2019); ademaés, se sospecha
como vector de Hepatozoon canis. El hallazgo de A. ovale en perros, corresponde a zonas rurales
cercanas a bosque, volviéndola una especie muy comun en este hospedero (Bermudez et al., 2016).
Su presencia en humanos ha sido sefialada en Costa Rica, Panama y Sur América, considerandola
como una especie frecuente en humanos de América Central (Murgas et al., 2013; Guglielmone et
al., 2006; Bermudez et al., 2022), lo que representa interés en salud publica como posible vector
de agentes causantes de enfermedad en el ser humano, como bacterias del género Rickettsia.
Diferentes miembros del género Rickettsia han sido identificados en esta especie de garrapata en
América Central, incluyendo Rickettsia asembonensis en Costa Rica, Rickettsia amblyommatis en
Costa Rica y Panama y Rickettsia africae en una reserva bioldgica de Nicaragua; sin embargo,
para este Ultimo caso, puede haber ocurrido una incorrecta identificacion, considerando que es un
agente causante de rickettsiosis moderada en humanos en Africa y que la secuencia de ADN
obtenida en dicha investigacion es 100% idéntica a Rickettsia parkeri cepa Atlantic rainforest
(Vogel et al., 2018; Bermudez & Troyo 2018; Krawczak & Labruna 2018). R. parkeri también ha
sido detectada en A. ovale proveniente de perros y de vida silvestre en Belice (Lopes et al., 2016;
Polsomboon et al., 2017). Esta garrapata se considera como el principal vector de R. parkeri
Atlantic rainforest en Brasil, causando enfermedad en humanos (Krawczak & Labruna 2018). Las
cargas reportadas con esta garrapata suelen ser bajas, de dos a cinco por perro (Sanchez-Montes et
al., 2019), en EIl Salvador se encontr6 mas cominmente una garrapata por perro principalmente
alrededor de los ojos, atras de orejas y en fosas nasales. Un aporte interesante es el hecho de haber
identificado esta garrapata, a una altura promedio de 1652 msnm en un area que pertenece al
Volcan de San Salvador en el municipio de Santa Tecla, cuando usualmente en Panama es

observada en altitudes entre 0 y 900 msnm (Bermudez et al., 2016).

25



Un hallazgo particular corresponde a la especie de garrapata A. cf. parvum, la cual posee escasos
reportes en perros de América Central (Tian et al., 2024); sin embargo, se reconoce como una
garrapata importante en perros de Brasil (Szabd et al., 2007) y se cuenta ademas con reporte de un
perro en México (Ojeda-Chi et al., 2019). Es importante establecer la ecologia y taxonomia de esta
garrapata ya que, de acuerdo con Lado et al. (2016), A. cf. parvum de América Central deberia ser
considerada una especie separada de A. parvum de América del Sur y representan especies
cripticas, por lo tanto, al referirse a la especie de América Central se emplea el término “confer”
que significa “confréntese con” y se abrevia “cf”, ante su similitud con A. parvum de América del
Sur. Debido a que en Brasil A. parvum afecta diversas especies animales y presenta una amplia
distribucion geografica, se le considera con potencial de llegar a ser una peste (Szabo et al., 2007).
Aunque se desconoce su hospedero primario, los adultos han sido asociados a carnivoros y los
estados inmaduros a roedores, experimentalmente se demostré a los perros como los mejores
hospederos para la fase adulta de esta garrapata y al cobayo, caballo y pollo como ideales para las
fases inmaduras (Olegario et al., 2011). Esta garrapata podria estar adaptada a la desecacion, las
altas temperaturas y ademas verse favorecida por la deforestacion (Szabo et al., 2007), su presencia
en animales domésticos y su ciclo de vida involucrando diferentes hospederos en sus estadios,
podria incrementar la transmision de agentes patdgenos, hacia estos animales y el hombre
(Olegario et al., 2011). En Sur América existen al menos 27 localidades con reporte de esta
garrapata en humanos de Argentina y Brasil, sin que se demuestre hasta el momento presencia de
agentes patdgenos de relevancia, Unicamente se han identificado especies de Rickettsia de
patogenicidad desconocida (Guglielmone et al., 2006). En América Central existe escasos reportes
de su presencia en humanos en Guatemala y Panama (Bermudez et al., 2022). Este se convierte en
el primer reporte de A. cf. parvum en perros de El Salvador y ademas representa el primer reporte
de alta frecuencia en perros de América Central (Tian et al., 2024). La falta de informacion en la
regién podria estar relacionada a que, esta garrapata, cuando no esta alimentada, es similar a R.
sanguineus s.l. y de alguna manera podria confundirse con esta Gltima especie (Szabo et al., 2007).
La infestacion de perros con esta garrapata fue variable, de leve a moderada, encontrando algunos
perros con muchas garrapatas, algo que ha sido evidenciado en Brasil (Szabo et al., 2007).
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4.8 Conclusiones

Los hallazgos obtenidos, dan cuenta de la presencia de diversas especies de garrapatas en perros
de El Salvador. Las cinco especies identificadas presentan potencial de parasitar seres humanos,
lo cual supone un riesgo en la transmision de patdgenos zoondticos, por lo que su relevancia es

tanto a nivel de la medicina veterinaria como la salud publica bajo el enfoque de Una Salud.

La distribucion espacial de garrapatas muestra una presencia amplia para la mayoria de las especies
en los distritos evaluados, identificAndose areas geograficas compartidas con diferentes especies
de garrapatas, lo cual representa la posibilidad de interaccion entre estas diferentes especies de
garrapatas con el perro e incrementa el riesgo de adquisicién de microorganismos presentes en

ellas.

La informacion obtenida, representa una importante base para incrementar el conocimiento sobre
taxonomia y dindmica poblacional de las garrapatas en El Salvador y América Central
posibilitando el reconocimiento de agentes patdgenos asociados a ellas. Es importante el desarrollo
de més estudio que den cuenta de la existencia de otras especies de garrapatas en perros y
realizacion de estudios que determinen el riesgo de transmision de agentes patdgenos hacia

animales y el ser humano.
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RICKETTSIA DESDE GARRAPATAS DE PERROS DE EL SALVADOR
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51 Resumen

En El Salvador, la informacidn sobre las especies de Rickettsia es escasa y se limita al reporte de
tres especies sin asociacion a enfermedad en humanos: R. bellii; ‘Candidatus Rickettsia

colombianensi’ y R. amblyommatis.

La investigacion se desarrollé con 288 muestras de ADN de garrapatas, procedentes de perros de
El Salvador. La técnica molecular de PCR, dirigida al gen gltA y el gen ompA fue empleada,
encontrando 58 muestras positivas (20.14%) al genero Rickettsia. A traves del andlisis de las
secuencias parciales de ambos genes se logro la identificacion de tres especies de Rickettsia
pertenecientes al Grupo de las Fiebres Manchadas: Rickettsia amblyommatis en 56 muestras
(96.55% de muestras positivas) en garrapatas Rhipicephalus sanguineus s.l., Amblyomma cf.
parvum y Amblyomma mixtum; Rickettsia parkeri strain Atlantic rainforest en una garrapata
Amblyomma ovale; y Rickettsia spp. (denominada en este estudio como Rickettsia sp. ES-
A.cf.parvum) en una garrapata A. cf. parvum.

El andlisis filogenético confirmo las identidades taxondmicas de R. amblyommatis y R. parkeri
strain Atlantic rainforest; mientras que para Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum, se conformé un clado

muy relacionado al clado R. amblyommatis.

Estos hallazgos suponen una asociacion primaria de R. amblyommatis con A. mixtum en América
Central y describe a R. parkeri como la primera deteccion molecular de una especie patogena al
ser humano para El Salvador en una garrapata A. ovale, exponiendo un riesgo potencial de
transmision hacia el ser humano. La Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum, requiere mayor investigacion

para determinar si s una nueva especie o cepa de R. amblyommatis.
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5.2 Introduccion

El clima tropical de América Central es propicio para el desarrollo de gran cantidad de
enfermedades infecciosas, algunas de ellas con altas prevalencias, que pueden enmascarar a otras
enfermedades menos frecuentes, pero con igual importancia. En la region, la sospecha inicial ante
una enfermedad febril es dengue u otras arbovirosis (Zika, Chikungunya) y también se relaciona a
enfermedades bacterianas como Leptospirosis. Las enfermedades transmitidas por garrapatas,
como rickettsiosis, no son la sospecha inicial y suele realizarse su evaluacion posterior a descartar
enfermedades de mayor prevalencia; lo que provoca un retraso en el diagnoéstico y empeoramiento
de la prognosis del paciente. Dependiendo de la especie de rickettsia, los sintomas no son
especificos y varian desde una fiebre moderada hasta la muerte. La rickettsiosis producida por
Rickettsia rickettsii es la mas letal, si el paciente no recibe tratamiento oportuno, sobre todo en
nifios y personas inmunocomprometidas (Bermldez y Troyo 2018; Martinez-Caballero et al.,
2018).

Debido a la similitud de la rickettsiosis con otras enfermedades febriles comunes en la region,
como las arbovirosis, se ha establecido que deben efectuarse esfuerzos enfocados para el
diagndstico diferencial en aquellos lugares donde estan presentes tales enfermedades y se reconoce
la importancia de incrementar su estudio (Peniche-Lara et al., 2015; Martinez-Caballero et al.,
2018; Faccini et al., 2020). La Organizacion Mundial de la Salud, a través de su oficina regional,
recomienda a los paises de las Américas realizar vigilancia epidemioldgica proactiva hacia la
rickettsiosis, y que éstas deben ser consideradas dentro del diagndstico diferencial en
enfermedades febriles; ademas, se debe caracterizar las areas de transmision y diseminar el
conocimiento sobre esta enfermedad (OPS, 2004). En El Salvador, no existen reportes oficiales de
rickettsiosis en humanos, pero se cuenta con evidencia seroldgica de Rickettsia en la poblacion
(Global surveillance of rickettsial diseases: memorandum from a WHO meeting, 1993; Dye-
Braumuller et al., 2022); sin embargo, paises cercanos que incluyen a México, Costa Rica,
Honduras y Panama, reportan presencia de enfermedad en humanos asociada a las especies del
Grupo de la Fiebre Manchada, como R. rickettsii y también rickettsias de otros grupos tales como
R. prowazekii, R. typhi y R. akari (Hun et al., 2008; Chen & Wilson, 2009; Labruna et al., 2011).

Estudios moleculares sobre especies de rickettsias del GFM y sus vectores, en América Central,

han reportado hasta la fecha la presencia de R. rickettsii y R. parkeri. Esta ultima ha sido detectada
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en especies de garrapatas Amblyomma maculatum colectada de perros y Amblyomma ovale
colectadas desde puma y jaguar en Belice (Lopes et al., 2016; Polsomboon et al., 2017). Rickettsia
parkeri ha sido involucrada como causante de enfermedad en humanos en Estados Unidos,
Argentina, Uruguay y Brasil y aunque no existe reporte de afectacién en humanos de América
Central, su hallazgo en Belice hace considerar un potencial riesgo a la salud puablica en América
Central (Bermudez & Troyo 2018). Con relacion a R. rickettsii, esta se ha identificado en América
Central en las especies de garrapatas Amblyomma mixtum, Dermacentor nitens, Haemaphysalis
leporispalustris, Amblyomma varium, y Rhipicephalus sanguineus s.I. (Parola et al., 2013; Troyo
et al., 2016; Martinez-Caballero et al., 2018; Bermudez & Troyo 2018). Aunque inicialmente se
postulé a A. mixtum como el principal vector de R. rickettsii en Centro y parte de Sur América
(Levin et al., 2017; Martinez-Caballero et al., 2018), se ha demostrado mayor participacion de
otras garrapatas como R. sanguineus s.l., conocida como la garrapata mas comun del perro, la cual
se encuentra diseminada en todo el mundo (Peniche-Lara et al., 2015). De estas garrapatas vectores
de rickettsias del GFM, R. sanguineus s.l., A. maculatum y A. ovale parasitan a perros de América
Central (Argtello et al., 2012; Polsomboon et al., 2017; Martinez-Caballero et al., 2018; Springer
et al., 2018), asi como también humanos (Bermudez & Troyo 2018; Springer, et al., 2018). R.
sanguineus s.l. es por mucho la garrapata mas frecuentemente identificada en el perro, por lo tanto,
la relacion estrecha de contacto entre perros y propietarios incrementa el riesgo de transmision de
especies de Rickettsia (Piranda et al., 2011). Esta garrapata se ha adaptado al medio ambiente
antropogénico (medio creado por las diferentes actividades humanas) y requiere Unicamente de
perros para su presencia en altas poblaciones, por lo que puede aprovechar habitats interiores como
muebles o grietas en paredes (Bermuldez et al., 2016). Estas caracteristicas de la garrapata
confieren a los perros domésticos la capacidad de transportarla hacia el interior de las casas desde
ambientes peri domésticos e incrementar el riesgo de contacto entre la garrapata y el ser humano
(Alvarez-Hernandez et al., 2017), sugiriendo que el perro en América del Norte y Central es un
vector y amplificador de la rickettsiosis mas importante que lo establecido inicialmente (Parola et
al., 2013). En Costa Rica se ha identificado perros serolégicamente positivos a R. rickettsii en areas
urbanas, con reportes de rickettsiosis en humanos, que varian entre el 21.4% al 26%, concluyendo
el involucramiento de R. rickettsii, mayormente sobre otras especies de rickettsias, en los perros

evaluados de la gran area metropolitana (Arguello et al., 2012; Hun, 2013).
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En EI Salvador, la informacion sobre las especies de Rickettsia y sus vectores es escasa y se limita
al reporte de R. bellii desde A. sabanerae, A. dissimile y A. ovale; ‘Candidatus Rickettsia
colombianensi’ desde A. dissimile y A. scutatum; y R. amblyommatis desde A. mixtum, A. parvum,
Dermacentor nitens y Amblyomma sp. ninfas (Barbieri et al., 2012; Romero et al., 2021); sin
embargo, ninguna de estas especies esta asociada a enfermedad en humanos y no existen reportes
de R. rickettsii, ni de alguna especies de Rickettsia patdgena al ser humano. Otro aspecto destacado
en el pais es con relacion al alto porcentaje de casos sospechosos a dengue, reportados por el
Ministerio de Salud, que carecen de un diagnostico confirmado mediante serologia y PCR por el
sistema publico de salud. Datos en el afio 2017 mostraron procesamiento de un total de 1,420
muestras sospechosas a dengue en el sistema publico de salud, confirmando 232 muestras (16%)
a dengue. Mediante pruebas de PCR se detectaron 2 de 44 muestras procesadas, por deteccion de
antigeno NS1 se obtuvieron 71/ de 619 muestras procesadas y a través de serologia se identificaron
159 de 757 muestras procesadas (Tabla 2). Los departamentos con mayor cantidad de casos no
confirmados a dengue, en el mismo afio, corresponden a Santa Ana, San Salvador, Chalatenango
y La Libertad (MINSAL 2023?%); mientras que para el afio 2018, el total de muestras procesadas
fue de 3,120 de las cuales 789 (25%) fueron positivas a dengue (PCR 65/110; deteccion de
antigeno 263/1567 y serologia 461/1443) (Cuadro 5.1), siendo los mismos departamentos que en
el 2017 (Santa Ana, Chalatenango, La Libertad, San Salvador) los que poseen la mayor cantidad
de casos no confirmados (MINSAL 2023b). Tomando en consideracién que la rickettsiosis
presenta una sintomatologia muy general, que facilmente puede confundirse con enfermedades
comunes como el dengue (Peniche-Lara et al., 2015; Martinez-Caballero et al., 2018), la

realizacion de un diagnostico diferencial es importante.

El conocimiento y monitoreo de patdgenos zoondticos transmitidos por garrapatas es necesario
para determinar cambios en su distribucion geogréaficay las posibles interacciones entre garrapatas,
hospederos y patdgenos. Los perros podrian funcionar como centinelas de especies de garrapatas
circulando en un lugar (Polsomboon et al., 2022) y de esta manera permitirian establecer la

circulacion de agentes del género Rickettsia en una determinada zona.
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Cuadro 5.1 Datos del boletin epidemiolégico semana 52, afios 2017 y 2018. Casos sospechosos
a Dengue. Ministerio de Salud, El Salvador

_ Semana 1-52, Ano 2017 Semana 1-52, Aino 2018
Tipo de prueba

Positivo Total % positividad Positivo Total % positividad

PCR 2 44 5 65 110 59
NS1 71 619 11 263 1567 17
IgM 159 757 21 461 1443 32
Total 232 1420 16 789 3120 25

Los resultados generados en esta investigacion pretenden proporcionar evidencia de circulacion
de agentes con potencial zoonético del género Rickettsia en garrapatas provenientes de perros y
proveer de informacion epidemioldgica relevante en el control y prevencion de esta enfermedad

hacia la poblacion salvadorefia.

5.3 Objetivos

- Determinar las especies de Rickettsia del grupo de la Fiebre Manchada en garrapatas duras

procedentes de perros de El Salvador.

- Estimar las relaciones filogenéticas de las especies de Rickettsia identificadas en las

garrapatas duras procedentes de perros de El Salvador.

- Elaborar un mapa de distribucion de las especies de Rickettsia procedentes de perros de El

Salvador.

5.4 Hipoétesis

Garrapatas duras procedentes de perros de EI Salvador, poseen especies de Rickettsia

potencialmente zoonoticas que representan riesgo en salud publica.
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5.5  Materiales y métodos
5.5.1 Toma de muestra

La investigacion se desarrollé con garrapatas obtenidas de algunos de los distritos con afectacion
moderada para arbovirosis ocurridas durante los afios 2017 y 2018, que de acuerdo con el boletin
epidemioldgico del Ministerio de Salud de El Salvador (MINSAL), corresponden entre otros, a los
distritos de Metapan (Departamento de Santa Ana), Agua Caliente, Chalatenango, Nueva
Concepcion, Las Flores, Santa Rita (Departamento de Chalatenango), Apopa, llopango y San
Marcos (Departamento de San Salvador). El distrito de Santa Tecla fue incorporado al estudio
posteriormente, debido a no poder realizarse el muestreo en un municipio originalmente
seleccionado; ademas de ello por la situacion de pandemia de COVID-19 se agreg6 este municipio
por la facilidad de acceso. Todas las garrapatas provenian de perros seleccionados por
conveniencia, contando con la ayuda del personal de las alcaldias y lugarefios representantes de
comunidades. Las zonas correspondian a nucleos poblacionales cercanos a areas de vegetacion y
presencia de perros que deambulaban libremente en estas areas. Las garrapatas fueron detectadas
por inspeccion visual y palpacion, estas fueron removidas y conservadas en etanol absoluto para
posterior analisis molecular en basqueda de agentes del género Rickettsia.

5.5.2 Extraccién de ADN desde garrapatas

La extraccion de ADN se llevo a cabo para garrapatas adultas, ninfas y larvas con el empleo de
Dneasy ® Blood and Tissue Kit (Valencia, California). Una garrapata completa o una parte de esta
(en el caso de garrapatas ingurgitadas), fue macerada y tratada con proteinasa K durante toda la
noche. Posteriormente al completar la lisis, se continué bajo el seguimiento del protocolo
complementario aplicado a garrapatas, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La
extraccion de ADN se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de El Salvador.

El ADN extraido fue conservado en congelacion a -20°C hasta su procesamiento por la técnica de
PCR.
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5.5.3 Deteccion de Rickettsia en garrapatas a través de PCR y secuenciacion

Para la deteccion de especies de Rickettsia, se seleccionaron las diferentes especies y estadios de
garrapatas presentes en cada perro bajo estudio, estas garrapatas fueron procesadas por medio de
la técnica de PCR, conforme al procedimiento descrito por Labruna et al. (2004). Se emplearon
los cebadores CS-78 5"-gcaagtatcggtgaggatgtaat-3~ y CS-323 5”-gcttccttaaaattcaataaatcaggat-3,
que amplifican un fragmento de 401pb del gen de la proteina citrato sintasa (gltA), que esta
presente en todas las especies de rickettsias. Las muestras positivas a la primera prueba de PCR,
fueron posteriormente procesadas por una segunda prueba de PCR de tipo semi-anidado, que en
su primer reaccion de PCR amplifica un fragmento de 617pb del gen 190-kDa de la proteina de
membrana externa (ompA), el cual esta presente solamente en las rickettsias del Grupo de la Fiebre
Manchada, empleando los cebadores Rr190.70F 5 -atggcgaatatttctccaaaa-3" y Rr190.701F 5°-
gttccgttaatggcagcatct-3°; posteriormente los amplificados con resultado negativo fueron sometidos
a una segunda reaccion de PCR semi anidada con los cebadores Rr190.70F 5'-
atggcgaatatttctccaaaa-3" y Rr190.602R 5"-agtgcagcattcgctcccect-3° que amplifican un fragmento
de 512pb (Regnery et al., 1991). Las pruebas de PCR fueron llevadas a cabo en las instalaciones
del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de El
Salvador y el Laboratorio del Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal,

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de la Universidad de Sao Paulo.

Las reacciones de amplificacion consistieron en el uso de 5X FIREPol® Master Mix, el cual se
encuentra listo para su uso, bajo los siguientes volumenes de reaccion: 16.5ul de agua grado
biologia molecular, 4ul de master mix, 1ul de cada cebador y 2.5ul de ADN. El protocolo de
amplificacion para el gen gltA consistié en 95°C por 3 minutos; seguido de 35 ciclos de 95°C por
30 segundos, 52°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto; finalizando con 72°C por 7 minutos;
mientras que para el gen 190-kDa se utiliz6 una PCR semi anidada con una primera amplificacion
bajo el protocolo de temperatura inicial de 95°C por 3 minutos; seguido de 35 ciclos de 95°C por
30 segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos; finalizando con 72°C por 10 minutos
y una segunda amplificacién bajo el mismo protocolo, pero con los cebadores correspondientes y

empleando 1ul del producto amplificado en la primer PCR como muestra de ADN.

Un control positivo correspondiente al ADN de Rickettsia vini fue proporcionado por el

Laboratorio del Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de
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Medicina Veterinaria e Zootecnia de la Universidad de Sao Paulo, para ser incluido en la reaccién
de PCR con la finalidad de garantizar el correcto funcionamiento de la prueba. Rickettsia vini es
una especie perteneciente al GFM, presente en Europa y ausente en América, que ademas permite

identificar la produccion de falsos positivos debidos a contaminacion.

Los productos de PCR correspondientes a los fragmentos ompA 'y gltA, fueron purificados a través
del reactivo EXoSAP-IT® y secuenciadas utilizando el “kit” comercial BigDye TM Terminator —
Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied Biosystems. Se empled un secuenciador de ADN
modelo ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Perkin Elmer), segin el manual de
instrucciones, realizando el proceso en las instalaciones del Laboratorio del Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
de la Universidad de Sao Paulo. Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa
Bioedit® y sometidas a analisis de similitudes con las secuencias disponibles en el GenBank, a
través del programa Basic Local Alignment Search Tool o BLAST (Altschul et al., 1990).

5.5.4 Analisis Filogenético

Las secuencias obtenidas a traves de la técnica de PCR para los fragmentos de ompA y gltA, fueron
analizadas con otras secuencias de especies de Rickettsia del GFM y una especie del Grupo
Transicional (Rickettsia australis) disponible en el GenBank, empleando el algoritmo CLUSTAL
y ajustado manualmente por GeneDoc. Los arboles filogenéticos fueron inferidos por los métodos
Bayesiano y Maxima parsimonia. El alineamiento concatenado (gItA + ompA) fue analizado por
los mismos métodos. Los arboles por el método de Maxima parsimonia fueron construidos
utilizando el programa PAUP* v4.0b10 (Swofford 2002) a través de una busqueda heuristica con
100 réplicas de adiciones aleatorias de los terminales, seguido por ramificacion (RAS-TBR
branch-breaking). El andlisis Bootstrap fue realizado en 100 réplicas con los mismos parametros
empleados en la busqueda. El analisis Bayesiano fue realizado en el programa MRBayes v.3.1.2
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003); empleando 1,000,000 de generaciones utilizando Rickettsia
asutralis como un modelo de substitucion y cuatro categorias de rangos, mas una proporcion de
sitios invariantes. En el analisis Bayesiano, se obtuvieron valores de probabilidad “posteriori” para
verificacion de ramas empleando el programa MRBayes. Rickettsia australis fue designado como

“outgroup”.
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5.6 Resultados

Un total de 288 muestras de ADN de garrapatas colectadas desde 230 perros fueron analizadas a
través de la técnica molecular de PCR, para deteccion de especies de Rickettsia. De estas, 187
(64.93%) pertenecian al género Rhipicephalus y 101 (35.07%) al género Amblyomma (Tabla 3).

Mediante la prueba de PCR dirigida al gen gltA, se obtuvieron 58 muestras positivas (20.14%),
pertenecientes al género Rickettsia. De estas muestras, 50 resultaron positivas al gen ompA a través
de la prueba de PCR semi-anidada. En ocho muestras no fue posible obtener amplificacion al gen

ompA mediante PCR.

Las muestras positivas procedian de diferentes especies de garrapatas: 7 R. sanguineus s.l., 36 A.
mixtum, 12 A. cf. parvum, 1 A. ovale y 2 ninfas de Amblyomma spp. La especie A. mixtum mostro
el mayor porcentaje de positividad correspondiente a un 90.00% de las garrapatas analizadas de
esta especie (36/40), seguido por A. cf. parvum con un 50.00% de garrapatas positivas (12/24).
Con respecto a la especie A. ovale se obtuvo un porcentaje de positividad del 4% (1/25) y para R.
sanguineus s.l. 3.76% (7/186), finalmente para las fases inmaduras del género Amblyomma se
obtuvo un 16.67% (2/12) de positividad. De forma general, el porcentaje de positividad del total

de garrapatas analizadas corresponde al 20.14% (Cuadro 5.2).

Cuadro 5.2 Porcentaje de positividad a género Rickettsia por especie y estadio de garrapata

Adulto Ninfa Larva
A P A P A P N°analizadas Positivas (%)
A. mixtum 17 13 17 17 6 6 40 36 (90.00%)
A. cf. parvum 23 11 1 1 0 O 24 12 (50.00%)
A. ovale 24 1 1 0 0O O 25 1(4.00%)
R. sanguineuss.|. 170 7 1 0 15 0 186 7 (3.76%)
R. microplus 1 0 0 O 0 0 1 0 (0%)
Amblyommaspp. 0 O 10 2 2 0 12 2 (16.67%)
TOTAL 288 58 (20.14%)

A = Analizadas P = Positivas

En cuanto a distribucién de muestras positivas por distrito, en Nueva Concepcion se obtuvieron

15 muestras (25.86%) y del municipio de Chalatenango 13 muestras (22.41%), obteniendo entre
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ambos distritos un 48.27% del total de garrapatas positivas a Rickettsia; seguidos en porcentajes
por los distritos de Metapan y Santa Rita con 18.97% y 13.79% respectivamente (Cuadro 5.3).
Con respecto a los distritos de Apopa y San José Las Flores, no se evidenci6é ninguna garrapata
positiva. En ambos distritos negativos se colectaron Unicamente garrapatas de la especie R.

sanguineus s.l. (Figura 5.1).

Cuadro 5.3 Distribucion de muestras de garrapatas positivas por distrito

N Positivas R. sanguineus A. A. cf. A. Amblyomma
Municipio ,
N % s.l. mixtum  parvum ovale sp.

Agua Caliente 5 8.62 1 4
Chalatenango 13 2241 12 1
llopango 3 5.17 1 2
Metapan 11 18.97 1 10
Nueva Concepcion 15 25.86 4 6 4 1
San Marcos 2 3.45 2
Santa Rita 8 13.79 6 2
Santa Tecla 1 1.72 1

Total 58 100.00 7 36 12 1 2

De las muestras positivas, se obtuvo secuencia bidireccional del gen parcial gltA en 55 muestras y
del gen parcial ompA en 50 muestras, permitiendo el andlisis de BLAST de las 58 muestras,
identificandose tres especies de Rickettsia: Rickettsia amblyommatis en 56 muestras, Rickettsia
parkeri en una muestra y Rickettsia spp. en una muestra, todas ellas pertenecientes al GFM. Las
secuencias parciales de los genes gltA y ompA de Rickettsia amblyommatis fueron 100% idénticas
a las secuencias disponibles en el GenBank (JF694089 y MT712882, respectivamente) y de la
misma manera hubo un 100% de identidad para Rickettsia parkeri strain Atlantic rainforest con la
secuencia disponible en el GenBank (CP040325). Para el caso de Rickettsia spp., las secuencias
parciales de los genes gltA y ompA fueron 100% y 99.8% idénticas, respectivamente, a Rickettsia
sp. ApBALl (MH445972) y ApBA2 (MH445973) y también fue 100% idéntica a Rickettsia sp.
Gu263 desde una Amblyomma auricularium de Guatemala (JF523328).

Las secuencias del gen gltA y ompA respectivamente fueron depositadas en el GenBank bajo los
siguientes nimeros de acceso: R. amblyommatis OP375579, OP375580; R. parkeri OP375581,
OP375582 y Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum OP375583-OP375584.
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Distribucion espacial de especies
del género Rickettsia, en 10
distritos de El Salvador

Sisbolegla
Rickettsia 3p. GU263 / R, reculti
Facala: 1:400,000 @ r. snviyommatis
15 23 E @ e

Figura 5.1 Mapa de distribucion de especies del género Rickettsia encontradas en garrapatas
de perros de diez distritos en EIl Salvador

R. amblyommatis fue identificada en el 96.55% de las muestras positivas a Rickettsia, en las
especies de garrapatas R. sanguineus s.l., A. cf. parvum, A. mixtum y Amblyomma spp.,
representando la especie de Rickettsia mas comin en garrapatas de perros en los distritos
investigados. La especie Rickettsia parkeri, se identifico en la Gnica muestra positiva a Rickettsia
en la especie de garrapata A. ovale y es también la Gnica muestra positiva en el distrito de Santa
Tecla; mientras que la muestra identificada como Rickettsia sp. denominada en este estudio como
“Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum”, proviene de una garrapata de la especie A. cf. parvum del distrito
de Agua Caliente (Cuadro 5.4).
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Cuadro 5.4 Identificacion de especies de Rickettsia en garrapatas de diez distritos de El
Salvador

Distrito Especie de Garrapatas N° de Especie de Rickettsia
garrapata analizadas positivas (N° positivas)
Agua Caliente A. mixtum 2 1 R. amblyommatis (1)
A. cf. parvum 13 4 R. amblyommatis (3); Rickettsia sp.
ES-A.cf.parvum (1)
R. sanguineus s.l. 16 0 -
Total 31 5
Apopa R. sanguineus s.l. 21 0 -
Total 21 0
Chalatenango A. mixtum 12 12 R. amblyommatis (12)
Amblyomma sp. 1 R. amblyommatis (1)
R. microplus 1 0 -
R. sanguineus s.l. 18 0 -
Total 35 13
llopango A. mixtum 1 1 R. amblyommatis (1)
A. cf. parvum 3 2 R. amblyommatis (2)
R. sanguineus s.l. 21 0 -
Total 25 3
Metapan A. mixtum 12 10 R. amblyommatis (10)
Amblyomma sp. 2 0
R. sanguineus s.. 20 1 R. amblyommatis (1)
Total 34 11
Nueva Concepcién A. mixtum 6 6 R. amblyommatis (6)
Amblyomma sp. 6 1 R. amblyommatis (1)
A. cf. parvum 4 4 R. amblyommatis (4)
R. sanguineus s.l. 20 4 R. amblyommatis (4)
Total 37 15
San José Las Flores R. sanguineus s.l. 25 0 -
Total 25 0
San Marcos A. ovale 10 0 -
A. cf. parvum 1 0 -
R. sanguineus s.l. 16 2 R. amblyommatis (2)
Total 27 2
Santa Rita A. mixtum 6 6 R. amblyommatis (6)
A. cf. parvum 3 2 R. amblyommatis (2)
R. sanguineus s.. 16 0 -
Total 25 8
Santa Tecla A. ovale 15 1 R. parkeri (1)
R. sanguineus s.l. 13 0 -
Total 28 1
TOTAL GENERAL 288 58
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El analisis filogenético de las secuencias incluyd un anélisis concatenado de los genes parciales
secuenciados (longitud total de 961 pb). Las secuencias consenso obtenidas para R. amblyommatis
y R. parkeri strain Atlantic rainforest generadas en este estudio, formaron parte del clado
respectivo a sus secuencias conespecificas, confirmando sus identidades taxondémicas; mientras
que para Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum, conformé un clado distinto junto a Rickettsia sp. ApBA

A. parvum de Brazil, muy relacionado al clado R. amblyommatis (Figura 5.2).

Rickettsia australis [U59718/AF149108]
R. montanensis [U74756/U55823]

— R. raoultii [CP010969)]

R. slovaca [U59725/U4388]

B6RI0 R. rickettsii [U59729/U55822)

R. conorii [AE006914]

R. sibirica [U59734/U43807]

R. parkeri strain Atlantic Rainforest El Salvador

R. parkeri strain Atlantic Rainforest Belize [KU001171/KU001174]

= R. parkeri strain Atlantic Rainforest Brazil [MN027564/MN027565]

96|  ssi070[ R. parkeri strain Atlantic Rainforest Colombia [CP040325]

— R. parkeri strain Black Gap [CP069388]

R. africae [CP001612)
70/0.80 & ‘Candidatus R. paranaensis’ [JN126320/JN126321]
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_'_7 R. japonica [U59724/U43795]
T4H0.80— R, vinii [KT187394/KT326194]

R. amblyommatis Argentina [CP015120]
R. amblyommatis Brazil [CP012420]
1001} R. amblyommatis USA [CP00334]
R. amblyommatis A. mixtum E| Salvador
56/0.70) 60080L R amblyommatis E| Salvador [MW384863/MW384864]
[Rickettsia sp. ES-A.cf parvum El Salvador
10011 Rickettsia sp. ApBA [MH4445973/MH445972]

R. aeschlimannii [U59722/U43800]
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Figura 5.2 Analisis filogenético molecular de especies de Rickettsia GFM en garrapatas de
perros de El Salvador

Un total de 961 nucledtidos (136 variables) provenientes de los genes concatenados gltA y
ompA, analizados a través de inferencia de Maxima Parsimonia. Los valores Bootstrap se
muestran en los nodos. Los numeros de acceso al GenBank de las secuencias incluidas para
este analisis se muestran en corchetes. Los agentes detectados para El Salvador en el presente
estudio se muestran remarcados.
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Con relacion a los 230 perros incorporados en el estudio, 48 de ellos; es decir, el 20.87% se
encontraron infestados de garrapatas positivas a una especie de Rickettsia. EI mayor porcentaje de
perros afectados se evidencio en el distrito de Nueva Concepcion, con muestras procedentes de 14
perros de 23 que ingresaron al estudio, lo cual indica un 60.87% de perros parasitados con
garrapatas positivas a Rickettsia. Otros dos distritos con elevado porcentaje de perros afectados
fueron Chalatenango y Santa Rita con mas de 1/3 de animales parasitados con garrapatas positivas
a Rickettsia (Cuadro 5.5).

Cuadro 5.5 Namero y porcentaje de perros por distrito parasitados con garrapatas positivas
a Rickettsia

Perros infestados con garrapatas positivas

Distrito N° de perros o %
Agua Caliente 22 5 22.73
Apopa 21 0 0.00
Chalatenango 23 9 39.13
llopango 23 3 13.04
Metapan 25 7 28.00
Nueva Concepcidon 23 14 60.87
San José Las Flores 25 0 0.00
San Marcos 24 2 8.33
Santa Rita 21 7 33.33
Santa Tecla 23 1 4.35
TOTAL 230 48 20.87

5.7 Discusioén

A pesar de que la especie de garrapata mas abundante fue R. sanguineus s.l., el porcentaje de
rickettsemia en esta especie fue del 3.76% (7/186); mientras que, para el género Amblyomma, el
porcentaje fue del 50% (51/102). Esta diferencia en los porcentajes de positividad a especies del
género Rickettsia, en los generos mas comunes de garrapatas de America Central, ha sido
observado previamente con estudios que reportan una baja rickettsemia en la garrapata R.
sanguineus s.l. con porcentajes del 1.3% en Costa Rica y 3.4% en Panama (Troyo et al 2016;
Bermudez et al., 2016); sin embargo, se ha propuesto que los porcentajes pueden verse influidos

por variacion local y presencia de focos hiperendémicos, provocando resultados elevados como se
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ha observado en Mexicali, México con resultados de hasta 30% (Springer et al., 2018). La
situacion para el género Amblyomma es contraria al género Rhipicephalus con porcentajes mucho
maés elevados en las diferentes especies (Troyo et al., 2016; Springer et al., 2018).

Con respecto a las especies identificadas del género Rickettsia, el alto porcentaje de muestras
positivas a R. amblyommatis en esta investigacion, concuerda con reportes en Ameérica donde,
dependiendo de la especie de garrapata, el porcentaje de infestacion varia entre 25% al 100%
(BermuUdez et al., 2021%). Esta especie endosimbionte es la mas comun en América Central,
identificada en al menos 12 especies de garrapatas que incluyen A. mixtum, A. ovale, R. sanguineus
s.l. y A. cf. parvum (Charles et al., 2021; Romero et al., 2021). Su presencia ha resultado muy baja
en las garrapatas A. ovale y R. sanguineus s.l. pero alto en A. mixtum de Costa Rica y Panama con
porcentaje de hasta el 91% (Troyo et al., 2016; Bermudez et al., 2021b). En El Salvador, también
se ha observado previamente altos porcentajes con un 77% para A. mixtum, 50% para A. cf. parvum
y 11% de ninfas de Amblyomma spp. y represento 2/3 de las especies de Rickettsia en garrapatas
positivas, provenientes de diferentes tipos de hospederos (Romero et al., 2021).

El mantenimiento de esta especie en la naturaleza puede deberse a su alta capacidad de transmisién
via transovérica, que en la garrapata Amblyomma americanum, se ha demostrado entre el 96% -
100% (Levin et al., 2017). Sin embargo, se ha demostrado que su epidemiologia es influida por la
especie de garrapata a la que infecte; por ejemplo, se puede transmitir transestadial y via
transovarica en la garrapata Amblyomma cajenense sensu stricto (s.S.), pero no tiene capacidad de
invadir glandulas salivales de la garrapata, por lo tanto, no se transmite al hospedero de la garrapata
(no es un vector competente); distinto a lo observado para A. auricularium en donde la garrapata
si puede transmitir la Rickettsia a su hospedero (Benatti et al., 2020).

A pesar de su abundancia en la region, no existe reportes de afectacion en humanos, pero algunos
autores advierten la posibilidad de esta Rickettsia en causar enfermedad. En este sentido, se ha
evidenciado la capacidad de producir altos titulos de serologia en perros (Panama y Costa Rica) y
enfermedad en cobayos (diseminandose desde su punto de inoculacién hacia otros tejidos); ademas
se ha observado titulos elevados en sueros pareados de personas con enfermedad sospechosa a
rickettsiosis en Carolina del Norte (Apperson et al., 2008; Levin et al., 2017). Adicionalmente a
ello, estudios en una cepa de esta Rickettsia aislada desde una A. americanum de Georgia, Estados
Unidos, demostré que esta especie posee numerosos genes de virulencia caracterizados como

responsables de la patogénesis de la Fiebre Manchada con 86% - 95% de identidad de aminoacidos,
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al comparar con R. rickettsii y R. conorii. En el estudio se observo que, comparado a las especies
patogenas, esta Rickettsia se replica méas lento y presenta dificultad en su adhesion a células
endoteliales, causando en ellas un minimo dafio en cultivo celular, pero aun asi fue capaz de causar
leve enfermedad en ratones, aunque en dosis mayores a las reportadas para especies de Rickettsia
mas patogenas. Los autores concluyen que R. amblyommatis, puede causar una enfermedad febril
moderada autolimitante en humanos y otros animales, presentando un posible mayor riesgo en
personas con inmunidad inmadura o comprometida; sin embargo, hasta el momento no existe
ningun aislamiento de esta Rickettsia desde personas (Yen et al., 2021).

Un aspecto de relevancia hacia R. amblyommatis es la hipotesis en su capacidad de modular la
epidemiologia de otras especies del GFM. Se propuso que, debido a poseer una transmision
eficiente de forma transovarica en garrapatas, impide que otras especies de Rickettsia del GFM
puedan transmitirse por esta via; a pesar de ello, un estudio evaluando este proceso, demostro que
R. amblyommatis no disminuye significativamente la transmision por esta via de R. rickettsii en la
garrapata A. americanum, pero si disminuye un poco la transmisién de forma transestadial (Levin
et al., 2017). Otro aspecto, observado en diferentes estudios, es que cobayos inoculados con R.
amblyommatis no desarrollaron signos de enfermedad o desarrollaron signos leves cuando se les
expone a R. rickettsii, aun en dosis letales, por lo que hace suponer la produccién de inmunidad
parcial (Blanton et al., 2014; Levin et al., 2017; Benatti et al., 2020). Mas estudios son requeridos
para establecer el verdadero impacto de R. amblyommatis y su relacion con otras especies del
GFM.

Con respecto a la especie R. parkeri, ésta es considerada como un patdgeno emergente en America,
su importancia incrementd luego del reporte en el 2004, de infeccion en humano en Estados Unidos
(Paddock et al., 2004). Se ha propuesto la existencia de al menos cuatro cepas, de las cuales R.
parkeri Atlantic rainforest y R. parkeri s.s., son patogenas al ser humano con reportes en Estados
Unidos, Brasil, Argentina, Colombia y Uruguay (Torres-Chable et al., 2020; Weck et al., 2020;
Arboleda et al.,, 2020). En América Central, se ha reportado Unicamente en Belice desde A.
maculatum procedente de perros y A. ovale procedente de puma, jaguar y perros, sin asociacion
con enfermedad en humanos (Lopes et al., 2016; Polsomboon et al., 2017; Polsomboon et al.,
2022). En un estudio en Nicaragua se reporta a R. africae en la garrapata A. ovale de perros de una
reserva ecologica y se ha propuesto una incorrecta identificacién que realmente corresponde a R.

parkeri (Krawczak & Labruna 2018). Otros paises de la region con reportes de esta Rickettsia en
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garrapatas corresponden a México en A. maculatum y A. ovale, Colombia en A. ovale y Bolivia en
Amblyomma tigrinum sin que hasta el momento en estos paises se haya identificado casos en
humanos (Londofio et al., 2014; Tomassone et al., 2010; Torres-Chable et al., 2020). Debido a su
capacidad de causar enfermedad en humanos, R. parkeri se ha posicionado como la especie de
Rickettsia mas importante en Uruguay y la segunda mas relevante en Estados Unidos, Brasil y
Argentina (Acosta et al., 2018). Entre las garrapatas involucradas en la transmisién hacia el ser
humano se considera al complejo de especies A. maculatum (que comprende a tres especies A.
maculatum en Norte Ameérica, junto a Amblyomma triste y A. tigrinum en Sur América), portando
a R. parkeri s.s. y, ademas, la especie A. ovale de Brasil portando R. parkeri Atlantic rainforest
(Weck et al., 2020). El porcentaje de prevalencia en garrapatas varia considerablemente, con
reportes desde el 50% en A. maculatum (analizadas en grupos) de México (Torres-Chable et al.,
2020), hasta 0.7% y 0.8% en A. ovale y Amblyomma aureolatum de Brasil, respectivamente
(Faccini-Martinez et al., 2020).

En cuanto a su relacion con animales vertebrados, se ha evidenciado infeccidn y serologia positiva
a R. parkeri en perros y, aunque parece no afectarles, se ha propuestos la importancia de este
animal como reservorio del agente, asi también su funcién como medio de transporte de garrapatas
infectadas hacia ambientes domésticos, donde pueden tomar contacto con el ser humano
(Grasperge et al., 2012; Torres-Chable et al., 2020; Weck et al., 2020). En Brasil se ha observado
porcentajes de seropositividad a R. parkeri en perros que varia del 11% hasta el 67% (Poubel et
al., 2018; Faccini-Martinez et al., 2019; Weck et al., 2020). También en Brasil, se ha propuesto a
la rata de arroz Euryoryzomys russatus (principal transmisor en Brasil de estd Rickettsia) como
posible amplificador de R. parkeri, ya que en la garrapata A. ovale se ha observado una baja tasa
de replicacion de la bacteria, por lo que se ha considerado la participacion de vertebrados
amplificadores en las fases inmaduras de la garrapata. Se demostro, en la rata de arroz, que ésta
podia adquirir y transmitir R. parkeri desde A. ovale, y que larvas alimentadas en ratas infectadas
poseian infeccion hasta en el 60% al mudar a su fase de ninfa (Krawczak & Labruna, 2018).
Como enfermedad en humanos, R. parkeri genera sintomas inespecificos de leves a moderados
que incluyen fiebre y dolor de cabeza que vuelven dificil su diagnostico, esta Rickettsia, ademas
produce en el 90% de los casos, en el sitio de picadura de la garrapata, una escara y su presencia
se asocia a una infeccion con este agente (Torres-Chable et al., 2020). Reller et al. (2016) indica

que en Ameérica Central existe sospecha de afectacion en humanos, con el reporte de incremento
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de ocho veces en anticuerpos 1gG a R. parkeri en una persona de Nicaragua, a través de la técnica
de Inmunofluorescencia y también se describe la presencia de sintoma compatibles con los
causados por R. parkeri en una persona que retornd a Estados Unidos luego de un viaje a Roatén,
Honduras con reporte de picadura de garrapata y enfermedad febril.

La presente investigacion, describe la primera deteccion molecular de R. parkeri para El Salvador
en una garrapata A. ovale procedente del Municipio de Santa Tecla, en el Volcan de San Salvador.
Su presencia en la garrapata A. ovale concuerda con lo reportado en Belice y otros paises de la
region como México y Brasil, y expone un riesgo potencial de transmision hacia el ser humano, al
poseer en su fase adulta habitos antropofilicos, ya que facilmente se adhiere y alimenta de perros
que ingresan a su habitat, del cual puede soltarse y posteriormente alimentarse de un ser humano,
0 este puede adquirir la garrapata al entrar a su habitat. En Belice, un estudio sugiere que el perro
puede actuar como un posible reservorio de R. parkeri y podria representar utilidad como centinela
a este agente (Polsomboon et al., 2022). A. ovale es considerada como una de las garrapatas mas
importantes en picar a humanos en la region Neotropical y ademéas como el mas importante vector
de R. parkeri (Lopes et al., 2016; Krawczak & Labruna 2018; Faccini-Martinez et al., 2019).
Finalmente, se realiz6 la deteccion de una Rickettsia en la garrapata A. cf. parvum, muy relacionada
al clado R. amblyommatis, denominada en esta investigacion como Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum,
que result6 99.8 — 100% idéntica a especies de Brasil y Guatemala, lo que sugiere conespecificidad
de estos agentes y asociacion a la especie de garrapata A. parvum sensu lato. El rol de esta especie

como patégeno humano o animal necesita de investigacion.

5.8 Conclusiones

Los hallazgos suponen una asociacion primaria de R. amblyommatis con A. mixtum en América
Central, similar a lo observado con Amblyomma americanum en los Estados Unidos. Una

asociacion similar se observa para la especie de garrapata A. cf. parvum.

Esta investigacion demuestra que garrapatas de perros en El Salvador se encuentran infectadas con
agentes rickettsiales del GFM, incluyendo al patégeno humano R. parkeri. En tal sentido, las
rickettsiosis deberian ser incluidas como diagnoéstico diferencial en enfermedad febril en la

poblacién salvadorefia.
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6 CAPITULO 3. REGISTRO DE GARRAPATAS Y RICKETTSIAS PROVENIENTES
DE MEDIO AMBIENTE Y ANIMALES DE VIDA SILVESTRE

Re-editado a partir de:
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(2024). New records of ticks (Acari: Ixodida) and Rickettsia species in El Salvador. Experimental
and Applied Acarology, 94(1):19. https://doi.org/10.1007/s10493-024-00988-3

59


https://doi.org/10.1007/s10493-024-00988-3

6.1 Resumen

La diversidad de ectoparasitos y su interrelacion con hospederos vertebrados y microorganismos,
como especies de Rickettsia, representan interés en los ecosistemas silvestres, debido al
acercamiento de seres humanos y de animales que deambulan entre los nucleos poblacionales y

estos ecosistemas.

Durante el periodo del afio 2019 al 2021 se colectaron garrapatas desde medio ambiente, animales
domésticos y vida silvestres de El Salvador. El analisis morfoldgico y molecular determing la
presencia de diez especies de garrapatas de la familia Ixodidae: Amblyomma dissimile,
Amblyomma longirostre, Amblyomma mixtum, Amblyomma ovale, Amblyomma cf. parvum,
Amblyomma sabanerae, Amblyomma scutatum, Dermacentor panamensis, Ixodes cf boliviensis,
Ixodes sp. y dos especies de garrapatas de la familia Argasidae: Ornithodoros puertoricensis y
Otobius megnini. Ademas, se logro la identificacion de tres especies de Rickettsia: Rickettsia
rhipicephali, Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis y Rickettsia amblyommatis.

El andlisis de secuencias determin6 100% de similitud con las respectivas secuencias disponibles
en el GenBank, para la mayoria de las garrapatas y las tres especies de Rickettsia; confirmando la
identificacion morfoldgica y molecular de estas especies. Para las especies de garrapatas Ixodes
sp. y D. panamensis. no se encontrd una secuencia de comparacion disponible; mientras que, para

la garrapata I. cf boliviensis, se observa un polimorfismo genético.

El presente hallazgo se convierte en el primer registro para El Salvador de las especies de
garrapatas A. longirostre, I. cf boliviensis, Ixodes sp., D. panamensis, O. puertoricensis y O.
megnini ademas de las especies de Rickettsia, Rickettsia rhipicephali y Rickettsia endosymbiont

of Ixodes boliviensis.
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6.2 Introduccion

Las garrapatas son ectoparasitos con piezas bucales especializadas para alimentarse de sangre,
poseen la capacidad de parasitar casi todos los grupos de vertebrados terrestres en todo el mundo
(Beati and Klompen 2019). En la region Neotropical, al menos 87 especies de garrapatas blandas
(Argasidae) y 137 especies de garrapatas duras (Ixodidae) han sido identificadas (Barros-Battesti
et al. 2013; Guglielmone et al. 2021). Los paises de América Central poseen una amplia fauna de
garrapatas, que hasta el afio 2021 contaba con alrededor de 80 especies (entre blandas y duras).
Esta cantidad es considerable, tomando en consideracion su extension territorial de
aproximadamente 522,000Km? y comparada a paises como Brasil, que hasta 2019 se report6 al
menos 70 especies de garrapatas pertenecientes a 47 especies de la familia Ixodidae y 23 de la
familia Argasidae (Dantas-Torres et al., 2019). En América Central, Costa Rica es el pais que
posee el reporte de mayor cantidad de garrapatas duras con al menos 40 especies, seguido de
Panama con 39 especies (Bermudez et al., 2021b; Guglielmone et al., 2021). Caso contrario ocurre
para El Salvador con la menor cantidad de especies de garrapatas reportadas, presentando diez
especies de garrapatas duras y dos especies de garrapatas blandas, con afectacion en animales
domesticos y silvestres. La familia Ixodidae en el pais comprende a las especies Amblyomma
dissimile, Amblyomma mixtum, Amblyomma ovale, Amblyomma cf. parvum, Amblyomma
sabanerae, Amblyomma scutatum, Dermacentor dissimilis, Dermacentor nitens, Rhipicephalus
microplus y Rhipicephalus sanguineus s.l.; mientras que la familia Argasidae se compone de
Ornithodoros dyeriy Ornithodoros yumatensis (Romero et al., 2021). El Salvador junto a Guyana,
son los Unicos paises continentales del neotropico sin reportes de garrapatas del género Ixodes, lo
cual es considerado que se debe a una deficiencia en el muestreo de garrapatas en estos paises
(Guglielmone et al. 2021).

El grupo mas frecuente como hospedero para garrapata Ixodidae de la region Neotropical son los
mamiferos, siendo este grupo el principal para todos los géneros (Guglielmone, et al., 2021). Los
seres humanos pueden verse afectados por algunas especies de garrapatas y en el Neotropico 49
especies de garrapatas poseen reporte de presencia en humanos. Para America Central se reportan
al menos 28 especies de garrapatas en humanos, la mayoria pertenecientes al género Amblyomma
(Guglielmone, et al., 2021; Bermudez et al., 2021b). Al menos siete de las garrapatas presentes

en El Salvador han sido asociadas a picadura en humanos en laregion y corresponden a las especies
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A. dissimile, A. mixtum, A. ovale, A. sabanerae, D. nitens, R. microplus and R. sanguineus s.1.; sin
embargo, en el pais Unicamente se ha reportado infestacion en personas con R. microplus, muy

probablemente debido a un subregistro (Guglielmone et al., 2021).

Las garrapatas son vectores de agentes patdgenos como las bacterias del género Rickettsia y en
Ameérica Central, al menos 12 especies de Rickettsia han sido detectadas en ellas, aunque no todas
formalmente descritas (BermUdez & Troyo 2018; Charles et al. 2021). En cuanto a su importancia
en Salud Publica, en paises de la regidn, existe reportes de exposicion a especies de Rickettsia del
grupo de la Fiebre Manchada en Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua (Charles et al., 2021).
La especie Rickettsia rickettsii, considerada la mas patégena del mundo, ha sido identificada en
garrapatas A. mixtum, A. varium y Haemaphysalis leporispalustris de Costa Rica y D. nitens, A
mixtum y R. sanguineus de Panamé (Charles et al., 2021); ademas, se ha identificado R. parkeri en
garrapatas A. ovale y A. maculatum provenientes de animales domésticos y silvestres en Belice,
aunque en este Gltimo caso sin reportes confirmados de afectacion en humanos (Polsomboon et
al., 2022). Entre las enfermedades transmitidas por garrapatas, las enfermedades producidas por
especies de Rickettsia del Grupo de la Fiebre Manchas son las méas reportadas en seres humanos
que viven o viajan a la region de América Central y el Caribe (Charles et al., 2021). Es importante
denotar, que existen otras especies detectadas en la region cuyo potencial patégeno ain es

desconocido.

En El Salvador, cinco especies del género Rickettsia han sido identificadas y corresponden a
‘Candidatus Rickettsia colombianensi’, R. amblyommatis, R. belli, R. parkeri y Rickettsia sp. ES-
A.cf.parvum estrechamente relacionada al clado R. amblyommatis (Barbieri et al., 2012; Romero
et al., 2021; Romero et al., 2023). Con relacién a especies de Rickettsia de importancia en Salud
Pubica en El Salvador, hasta la fecha, R. parkeri es la Unica especie detectada por técnicas
moleculares (Bermudez & Troyo 2018; Romero et al., 2023). Existen, sin embargo, algunas otras
especies reportadas no apropiadamente caracterizadas en garrapatas de El Salvador (Dye-
Braumuller et al. 2023). Entre estos agentes se incluye ADN de R. rickettsii, un patégeno muy
conocido por su afectacion en seres humanos, que fue reportado presente en Rhipicephalus spp.
(Dye-Braumuller et al. 2023); sin embargo, este diagnostico es considerado prematuro y requiere

una mayor confirmacion (Bermudez et al. 2023).
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A pesar de que las rickettsiosis han sido sospechadas desde hace mucho tiempo en El Salvador,
tales enfermedades corresponden al grupo de enfermedades desatendidas y no existe una vigilancia
nacional (Dye-Braumuller et al. 2022).

La rica fauna de garrapatas en Ameérica Central requiere de esfuerzos en estudios epidemioldgicos
para determinar la prevalencia y ecologia de las garrapatas, ademas de establecer patdgenos
asociados a ellas. EI conocimiento de la distribucion de garrapatas es importante como primer paso
para comprender la ecologia de las especies en estudios cientificos en los paises (Guglielmone, et
al., 2023). La alta diversidad de ectoparasitos y su interrelacion con hospederos vertebrados y
microorganismos, como especies de Rickettsia, representan interés en los ecosistemas silvestres,
debido al acercamiento de seres humanos a estas areas y de animales que deambulan entre los
nacleos poblacionales y la vida silvestre, manteniendo contacto con sus ectoparasitos (Moreira-
Soto et al., 2023). El transporte de especies de Rickettsia puede realizarse por animales domésticos
que deambulan en areas silvestres como el perro, que puede actuar como un posible reservorio
(Polsomboon et al., 2022); ademas, el traslado de animales de vida silvestre a centros de rescate
puede representar de forma involuntaria un riesgo de transporte de ectoparasitos y patdégenos a
nuevas areas (Moreira-Soto et al., 2023).

De acuerdo con el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales de El Salvador, el pais
cuenta con 15 Areas de Conservacion (Figura 5.3). Las Areas de Conservacion son los espacios
territoriales que contienen Areas Naturales Protegidas, zonas de amortiguamiento, corredores
biolégicos y zonas de influencia y consideran la proximidad geografica, relacion e
interdependencia ecoldgica del Sistema de Areas Naturales Protegidas (Ministerio de Medio
Ambiente y Recursos Naturales [MARN], 2021).

Estas areas de conservacion albergan diferentes especies animales y vegetales, algunas bajo

amenaza o en peligro de extincién. Entre las areas de conservacion podemos mencionar:

Alotepeque-La Montafiona. El area de conservacidon se encuentra entre las que poseen altos
porcentajes de pobreza y pobreza extrema (primer lugar a nivel nacional). Presenta el segundo mas
bajo indice de desarrollo humano (IDH) a nivel nacional. EI 32% del territorio del area de
conservacion es ocupada por vegetacion, principalmente bosque tropical semideciduo mixto
submontano, bien drenado, secundario y/o intervenido, asi como bosque tropical semideciduo

mixto montano inferior, bien drenado, secundario y/o intervenido. Las aguas de sus rios drenan
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directamente al Rio Lempa y contribuyen a la generacion de hidroelectricidad, a la dilucién de
contaminantes provenientes de San Salvador, aportan belleza paisajistica, contribuyen a regular el
clima, etc. La ausencia de personal relacionado a la administracion de recursos naturales en la zona
ha permitido un incremento de las actividades de caceria y extraccion forestal, sin mayor control.
71 especies han sido identificadas como de preocupacion especial, amenazadas o en peligro de
extincion. Estas incluyen, anfibios (5 en peligro y 2 amenazadas), aves (30 en peligro y 17
amenazadas), reptiles (12 amenazadas) y mamiferos (1 amenazadas); flora (1 amenazada)
(MARN, 2011).

Apaneca-llamatepec. Esta Area de Conservacion posee porcentaje intermedio en pobreza y baja
tasa de pobreza extrema. Presenta el valor de IDH mas alto del pais. EI 10.71% del area es ocupada
por vegetacion y el 5.33% corresponde al Lago de Coatepeque propiciando un habitat para
diferentes especies. 104 especies han sido identificadas como de preocupacion especial,
amenazadas o en peligro de extincidn. Estas incluyen, anfibios (2 amenazadas), aves (32 en
peligro; 27 amenazadas), reptiles (12 amenazadas) y mamiferos (3 en peligro y 5 amenazadas);
flora (11 amenazadas) (MARN, 2011).

El Imposible-Barra de Santiago. Esta Area de Conservacion posee altos porcentajes en tasa de
pobreza (el cuarto mas alto del pais) e intermedia en cuanto a pobreza extrema. El 44.78% del area
es ocupada por vegetacion principalmente bosque tropical deciduo latifoliado de tierras bajas, bien
drenado, secundario y/o intervenido. Posee habitats acuaticos (rios, lago, estuario, océano) que
permiten el desarrollo de diferentes especies. 160 especies han sido identificadas como de
preocupacion especial, amenazadas o en peligro de extincion. Estas incluyen, anfibios (1 en peligro
y 3 amenazadas), aves (76 en peligro y 44 amenazadas), reptiles (6 en peligro y 13 amenazadas) y

mamiferos (4 en peligro y 1 amenazada); flora (11 amenazadas) (MARN, 2011).

Tecapa-San Miguel. Esta Area de Conservacion posee valores intermedios de pobreza, pobreza
extrema e IDH. El 22.79% del area es ocupada por vegetacion principalmente bosque tropical
semideciduo latifoliado de tierras bajas, bien drenado, secundario y/o intervenido. 86 especies han
sido identificadas como de preocupacion especial, amenazadas o en peligro de extincion. Estas
incluyen, anfibios (3 amenazadas), aves (37 en peligro y 32 amenazadas), reptiles (1 en peligro y

4 amenazadas) y mamiferos (1 amenazada) (MARN, 2011).
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Fuente: Mapa compuesto de los SIG de las fuentes siguientes: Ministerio de Obras Piablicas, Transporte, Vivienda y Desarrollo Urbane,
2004, Plan Nacional de Ordenamiento y Desarrollo Territorial {PNODT).

1 Alotepeque - La Montafiona 9 Jaltepeque - Bajo Lempa
2 Alto Lempa 10  Los Cobanos

3 Apaneca - [lamatepec 11  Nahuaterique

4 Bahia de Jiquilisco 12 San Vicente Norte

5 Costa del Balsamo 13 Tecapa - San Miguel

6 El Imposible - Barra de Santiago 14 El Trifinio

7 El Playon 15 Volcan Chingo

8 Golfo de Fonseca

Figura 5.3 Distribucion geografica de las 15 areas de conservacion de El Salvador

Esta investigacion se orienta a la identificacion de garrapatas obtenidas de medio ambiente de las
areas de conservacion antes mencionadas, animales domésticos y silvestres de El Salvador. El
estudio contribuye a la creacion de reportes adicionales y nuevos sobre especies de garrapatas y
agentes del género Rickettsia presentes en el pais, proveyendo informacidon epidemioldgica

relevante para estudios posteriores sobre estos agentes en ambientes domésticos y silvestres.
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6.3 Objetivos

- ldentificar morfologica y molecularmente especies de garrapatas obtenidas desde medio

ambiente de areas de conservacion, ademas de animales domésticos y de vida silvestre.

- Identificar molecularmente especies de Rickettsia presentes en garrapatas obtenidas desde medio
ambiente de areas de conservacion y las obtenidas desde animales domésticos y de vida silvestre.

- Elaborar un mapa de distribucion de las especies de garrapatas y rickettsias procedentes desde

animales domeésticos, animales de vida silvestre y medio ambiente.

6.4  Hipdtesis

La fauna de garrapatas y especies de Rickettsia para El Salvador estd en concordancia con la
variabilidad observada en otros paises de América Central con especies que aun no han sido

identificadas.

6.5 Materiales y Métodos
6.5.1 Colecta de garrapatas

Las muestras fueron colectadas durante el periodo del afio 2019 al 2021 desde medio ambiente a
través de la técnica del bandereo y de forma directa desde animales domésticos y silvestres. Para
el caso de las muestras de medio ambiente, el bandereo fue realizado en cuatro Areas de
Conservacion: El Imposible-Barra de Santiago en el distrito de San francisco Menéndez, Apaneca-
Ilamatepec en el distrito de Santa Ana, Alotepeque-La Montafiona en el distrito de San Ignacio y
Tecapa-San Miguel en el distrito de Alegria. El rango de elevacion fue de 250 — 1,700 m. La
obtencion de garrapatas de forma directa fue realizada en animales domésticos desde perros que
viven en las Areas de Conservacion, ademas se incluy6 un perro que visito una clinica veterinaria
en San Salvador y caballos de dos establos procedentes del distrito de San Juan Opico. Para el caso

de garrapatas obtenidas desde animales de vida silvestre, estas fueron colectadas en dos centros de
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rescate. De cada muestra, se registro la informacion correspondiente (Cuadro 5.6). Garrapatas de
cada animal y garrapatas individuales colectadas por el método de bandereo fueron identificadas
con un codigo Unico y preservadas en etanol absoluto hasta el momento de su analisis morfoldgico
y molecular. Cada sitio de colecta fue georreferenciado para establecer una distribucién espacial

de las especies de garrapatas.

Cuadro 5.6 Ubicacion de colecta de garrapatas en El Salvador, durante los afios 2019-2021

Lugar Elevacion Coordenadas
No. Nombre (msnm) geogréficas
(Norte, Oeste)

Altepeque-La Montafiona, San Ignacio.

1 Chalatenango 1761 14°20°41",89°08°08"
2  Apaneca-llamatepec, Santa Ana. Santa Ana 1823 13°49°53",89°37°52"
3 Barrio El Carmen, Olocuilta. La Paz 463 13°34°10",89°06°43"
4 El Carrizal, Cojutepeque. Cuscatlan 940 13°42°57",88°56" 25"
5 El Imposible-B,arra de Santiago,,San 248 13°50°42" 90°00° 45"
Francisco Menendez. Ahuachapan
6 El Imposible-B,arra de Santiago,,San 280 13°49°43" 89°56744"
Francisco Menendez. Ahuachapan
7  San Salvador. San Salvador 862 13°41°40",89°15°07"
8 San Salvador. San Salvador 746 13°40°27",89°12" 27"
9  Sitio del Nifio, San Juan Opico. La Libertad 465 13°46°58",89°22" 35"
10 Sitio del Nifio, San Juan Opico. La Libertad 459 13°47°13",89°22"51"
11 Tecapa-San Miguel, Alegria. Usulutan 1328 13°29°41",88°29"34"
12 Tecapa-San Miguel, Jucuaran. Usulutan 598 13°14°41",88°14°41"
13 Clinica Veterinaria, San Salvador 811 13°40743",89°14°29"
14 Centro de rescate de vida silvestre 1, Berlin.
Usulutan 676 13°31°11",88°30"44"
15 Centro de rescate de vida silvestre 2, San
Salvador 744 13°41°23",89°13"38"

6.5.2 Identificacion morfoldgica y molecular de garrapatas

Para la identificacion morfoldgica de las garrapatas, estas fueron separadas de acuerdo con su
estado de ciclo de vida: adultas, ninfas y larvas. Para el caso de las garrapatas adultas, estas fueron
identificadas morfologicamente empleando claves dicotdmicas desarrolladas por Barros-Battesti
et al. (2006), Martins et al. (2010) y Apanaskevich & Bermudez (2013). Mientras que ninfas y

larvas lograron solo ser identificadas a nivel de género debido a la ausencia de claves de
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identificacion desarrolladas para estas fases. Con relacion a la identificacion molecular, fue
analizada al menos una garrapata de cada morfotipo y los estados inmaduros a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La extraccion de ADN fue realizada individualmente
mediante el uso de Kit comercial DNeasy® Blood and Tissue (Valencia, California), siguiendo las

instrucciones del fabricante bajo un protocolo complementario para garrapatas.

El ADN fue procesado a través de un PCR convencional, dirigido a un fragmento de 460 pares de
base (bp) del gen 16S rDNA de garrapatas, de acuerdo con el procedimiento desarrollado por
Mangold et al. (1998).

Para el género Rickettsia, se empled los cebadores CS-78 y CS-323 que se encuentran dirigidos a
un fragmento de 401 bp del gen Citrato sintasa (gltA), que es universal para todos los miembros
del género. Posterior a ello, las muestras positivas a gltA fueron procesadas por un PCR semi
anidado, cuya primera reaccién se realizd con los cebadores Rr190.70p y Rr190.701n, que
amplifican un fragmento de 632bp y seguido de otro PCR empleando los cebadores Rr190.70p y
Rr190.602, que amplifican un fragmento de 512bp que corresponde a la proteina A de la membrana
externa de Rickettsia (ompA) presente en los miembros de Rickettsia del Grupo de la Fiebre
Manchada (GFM). Todas las reacciones fueron desarrolladas segin procedimientos previamente
establecidos en la literatura (Regnery et al., 1991; Labruna et al., 2004). Como control positivo fue

empleado ADN de Rickettsia vini.

Las amplificaciones fueron sometidas a proceso de secuenciacion. Para ello fueron inicialmente
purificadas utilizando ExoSAP-IT® y secuenciadas con BigDye TM Terminator — Cycle
Sequencing Ready Reaction — Applied Biosystems y visualizadas en el secuenciador de ADN
modelo ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Perkin Elmer). Las secuencias
generadas fueron editadas con el programa Bioedit® y comparadas por BLAST con la base de
datos del NCBI para buscar similitud entre secuencias.

6.5.3 Analisis filogenético de garrapatas

Alineamiento de secuencias parciales del gen 16S rRNA generadas en este estudio y otras 29
secuencias disponibles en GenBank, incluyendo secuencias conespecificas (segun disponibilidad)
fueron empleadas para desarrollar un analisis filogenético con MAFFT (Katoh 2002). Los mejores

modelos de sustitucion de nucledtidos fueron calculados con MEGA 7 (Kumar et al. 2016). Un
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arbol filogenético de maxima verosimilitud fue inferido con PhyML (Guindon & Gascuel 2003)
empleando el modelo general tiempo reversible para sustitucion nucleétida, con cinco categorias

de sitio. Secuencias de Otobius megnini conformaron la raiz del arbol,

6.5.4 Analisis Geografico

Cada sitio de muestreo fue georreferenciado y esta informacion fue empleada para la elaboracion
de mapas considerando las capas de fronteras, altitud y vegetacion disponible en la informacion
cartografica del Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN) y el Centro
Nacional de Registros (CNR) de El Salvador. Los mapas fueron creados utilizando ArcGIS version
9.0, disponible en la Laboratorio de Sistemas de Informacion Geografica de la Escuela de Posgrado

y Educacién Continua de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de El Salvador.

6.6 Resultados

La identificacion morfoldgica determind la presencia de ocho especies de garrapatas de la familia
Ixodidae: Amblyomma dissimile (una hembra) obtenida de una serpiente (Boa constrictor),
Amblyomma longirostre (dos machos, una hembra) desde un puercoespin (Sphiggurus mexicanus),
Amblyomma mixtum (un macho, tres hembras) desde medio ambiente, Amblyomma ovale (nueve
machos, 16 hembras) desde perros (Canis lupus familiaris), coati (Nasua narica) y medio
ambiente, Amblyomma parvum (dos machos, tres hembras) desde 0so hormiguero (Tamandua
mexicana), perro y zorra gris (Urocyon cinereoargenteus), Amblyomma scutatum (nueve machos)
desde garrobo (Ctenosaura similis), Dermacentor panamensis (dos machos, una hembra) desde
puercoespin y medio ambiente, Ixodes cf boliviensis (tres hembras) desde perro y medio ambiente;
y dos especies de garrapatas de la familia Argasidae: Ornithodoros puertoricensis (ocho larvas)
desde un perro y Otobius megnini (110 ninfas, 42 larvas) desde caballos (Equus caballus). La
identificacion morfologica no fue posible de realizar para una ninfa de Ixodes sp., colectada de
medio ambiente y una larva y una ninfa de Amblyomma spp. obtenidas de medio ambiente y de

0s0 hormiguero, respectivamente (Cuadro 5.7).
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Cuadro 5.7 Garrapatas (M: machos; H: hembras; N: ninfas; L: larvas), hospederos
asociados y lugar de colecta en El Salvador, durante los afios 2019-2021

Especies de garrapatas®

No. especimenes

Hospederos (No. individuos)  Ubicacion No?

Amblyomma dissimile 1H
Amblyomma longirostre 2M, 1H
1L
Amblyomma mixtum 1M, 3H
Amblyomma ovale 7M, 8H
2M, 6H
2H
Amblyomma cf parvum 2M
1H
2H
Amblyomma sabanerae IN&
Amblyomma scutatum oM
Dermacentor panamensis 1M, 1H
M
Ixodes cf boliviensis 1H
2H
Ixodes sp. 1L&
Ornithodoros puertoricensis 8L
Otobius megnini 110N, 42L

Boa constrictor (1) 14
Sphiggurus mexicanus (1) 14
Environment (1) 1
Environment (2) 1,6
Canis familiaris (8) 2,3,45,7,8,11
Nasua narica (1) 14
Environment (1) 11
Tamandua mexicana (1) 14
Canis familiaris (1) 12
Urocyon cinereoargenteus (2) 14,15
Tamandua mexicana (1) 14
Ctenosaura similis (1) 14
Sphiggurus mexicanus (1) 14
Environment (1) 1
Canis familiaris (1) 2
Environment (1) 2
Environment (1) 1
Canis familiaris (1) 13
Equus caballus (10) 9,10

* Adicional a las 12 especies de garrapatas en este cuadro, 87 N y 25 L fueron morfolégicamente identificadas solo a nivel de

género y fueron retenidas como Amblyomma spp. De estas, 31 N y 10 L fueron colectadas en medio ambiente por bandereo

(Ubicacion no. 1).

@ NUmeros se refieren a ubicaciones en Tabla 1.

& Estas fueron identificadas a nivel de especie a través de analisis molecular (ver en texto).

Con relacién a la identificacién molecular de garrapatas, en O. puertoricensis no fue posible su

realizacion al no conseguir extraer ADN desde la larva, Unicamente se realizo el analisis

morfoldgico. Para el resto de las especies el analisis molecular fue realizado.
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Figura 5.4 Arbol filogenético de maxima probabilidad inferido para un subconjunto de
garrapatas neotropicales utilizando un alineamiento de 439pb del gen mitocondrial 16S

rRNA
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En el caso de los especimenes no identificados en el analisis morfologico, se obtuvo que la larva
de Amblyomma sp. obtenida de medio ambiente, corresponde a A. longirostre y la ninfa de o0so
hormiguero a A. sabanerae. Las secuencias parciales del gen 16S rRNA de A. longirostre, A. cf
parvum, A. sabanerae y O. megnini mostraron 100% de similitud con las respectivas secuencias

disponibles en el GenBank; confirmando su identificacion morfologica y molecular (Figura 5.4).

Resultados diferentes se observaron para las restantes especies de garrapatas. Para el caso del
adulto de Ixodes se obtuvieron porcentaje de variacion del 96.88 — 97.11% en similitud con I. cf
boliviensis de Costa Rica. Con relacion a la ninfa de Ixodes sp., no se encontraron secuencias
disponibles en el GenBank, siendo las especies mas cercanas |. brunneus de Estados Unidos
(AF549836) con 96.14% de similitud, pero con a penas un 38% de soporte de ramificacion (Figura
5.4), I. turdus de Asia (AF549838) con 95.89% de similitud e I. frontalis de Portugal (MF370645)
con 94.94% de similitud. También se observé una similitud de 97.56% con I. silvanus de Argentina
(MT813512); sin embargo, la secuencia disponible para esta Gltima especie es mas corta que la
obtenida en el presente estudio y solo se dispone de un segmento que cubre el 88% de la secuencia

para comparacion.

Cuadro 5.8 Datos de las secuencias parciales del gen mitocondrial 16S rRNA generados
desde diez especies de garrapatas de El Salvador

Especie de garrapata Estado Hospedero/sustrato Ubicacion Identidad mas cercana en GenBank con 100% de

No.? cobertura de secuencia

% similitud  Especie de garrapata, Pais (NUmero de
acceso)

Amblyomma longirostre Macho Sphiggurus mexicanus 14 100 A. longirostre, Panama (MH818419)
A. longirostre Hembra  S. mexicanus 14 100 A. longirostre, Panama (MH818419)
A. longirostre Larva Medioambiente 1 99.76 A. longirostre, Panama (MH818419)
Amblyomma cf parvum Hembra  Canis familiaris 12 100 A. parvum, El Salvador (OP198640)
Amblyomma sabanerae Ninfa Tamandua mexicana 14 100 A. sabanerae, Costa Rica (KF702344)
Dermacentor panamensis  Macho Medioambiente 1 95.07 D. variabilis*, USA (MG834216)
D. panamensis Hembra  S. mexicanus 14 95.07 D. variabilis*, USA (MG834216)
Ixodes boliviensis Hembra  C. familiaris 2 96.88 1. boliviensis, Costa Rica (OP470701)
1. boliviensis Hembra  Medioambiente 2 96.88 1. boliviensis, Costa Rica (OP470701)
1. boliviensis Hembra  Medioambiente 2 97.11 1. boliviensis, Costa Rica (OP470701)
Ixodes sp. Ninfa Medioambiente 1 96.14 1. brunneus, USA (AF549836)
Otobius megnini Ninfa Equus caballus 9 100 O. megnini, Argentina (EF120989)

2 NUmeros se refieren a ubicacion de Tabla 1

* Al momento de este estudio, no habia secuencia disponible del 16S rRNA de D. panamensis en GenBank.
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Una situacion similar a la ninfa de Ixodes sp., ocurrio con la especie de garrapata D. panamensis,
para la que no se encontraron secuencias disponibles en el GenBank, por lo que no se obtuvo
ninguna secuencia con similitud a alguna especie de Dermacentor conocida, la especie mas

cercana fue Dermacentor variabilis con un 95.07% de similitud (Cuadro 5.8).

Mediante el analisis molecular, también fue posible detectar e identificar especies de Rickettsia en
las garrapatas (Cuadro 5.9). Todas las garrapatas D. panamensis e I. cf boliviensis analizadas,
fueron positivas al género Rickettsia. En D. panamensis se obtuvieron secuencias parciales de los
genes gltA y ompA con 100% y 99.13%, idénticas a Rickettsia rhipicephali obtenidas desde
Dermacentor latus de Costa Rica (OM687366) y D. variabilis de Estados Unidos (OM960701),
respectivamente. Desde las especies 1. cf. boliviensis, se generaron secuencias idénticas con las
secuencias parciales de los genes gltA y ompA en un 100% y 99.60%, respectivamente, a Rickettsia
endosymbiont of Ixodes boliviensis (MW699695, MW699700) de Panama. Finalmente, la Unica
A. cf parvum, fue positiva a Rickettsia amblyommatis con 100% de similitud a las secuencias

disponibles en el GenBank al gen gltA y el gen ompA desde A. mixtum de El Salvador (OP375579).

No se detectdé ADN de alguna especie de Rickettsia en las garrapatas A. dissimile, A. longirostre,
A. mixtum, A. ovale, A. sabanerae, A. scutatum, O. megnini, ni en la ninfa de Ixodes sp.

Todas las secuencias obtenidas en esta investigacion fueron depositadas en el GenBank con los
siguientes nimeros de acceso para las especies de garrapatas: A. longirostre (PP660847,
PP660848, PP660849), A. cf. parvum (PP660850), A. sabanerae (PP660851), D. panamensis
(PP660852, PP660853), 1. boliviensis (PP660854, PP660855, PP660856), Ixodes sp. (PP660857)
y O. megnini (PP660858). Para las secuencias de Rickettsia, los niUmeros de acceso corresponden
a los siguientes: R. rhipicephali gltA (PP662913) y ompA (PP662914); Rickettsia sp. gltA
(PP662915) y ompA (PP662916) y R. amblyommatis gltA (PP662917).

Con relacion a las garrapatas, un ejemplar de cada espécimen fue depositado en la “Colegdo

Nacional de Carrapatos Danilo Gongalves Saraiva” de la Universidad de Sao Paulo, con los

numeros de acceso CNC-4765 a CNC-4782.
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Cuadro 5.9 Datos de las secuencias parciales de los genes gltA y ompA generadas por
especies de Rickettsia de El Salvador

Especie de garrapata No. de Resultado del analisis de BLAST de las secuencias de ADN de
(ubicacién No.?) especimenes con acuerdo con genes rickettsiales
Rickettsia / No. Gen (No. Especie de Mayor %  Numero de
Especimenes nucleotidos) Rickettsia de acceso
analizados identidad
Dermacentor panamensis (1) 11 gltA (350) R. rhipicephali 100 OM687366
ompA (572) R. rhipicephali 99.13 OM960701
D. panamensis (14) 11 gltA (350) R. rhipicephali 100 KX434745
Ixodes boliviensis (2) 3/3 gltA (350) Rickettsia sp. 100 MW699695
endosymbiont of
I. boliviensis
ompA (587) Rickettsia sp. 99.60 MW699700
endosymbiont of
I. boliviensis
Amblyomma dissimile (14) 0/1
Amblyomma cf parvum (12) 1/1 gltA (350) R. amblyommatis 100 OP375579
Amblyomma longirostre 0/3
(1,14)
Amblyomma mixtum (1,6) 0/1
Amblyomma ovale 0/10
(2,3,4,5,7,8,11,14)
Amblyomma sabanerae (14) 0/1
Otobius megnini (9) 0/1
Ixodes sp. (1) 0/1

@ Nimeros hacen referencia a ubicacion segtin Tabla 1

En cuanto al analisis geogréafico, se registro informacion de cada muestra, con georreferenciacion
y altitud de cada punto de obtencion de garrapatas. El rango de altitud de las muestras se encuentra
entre los 248 a 1,823 metros sobre el nivel del mar (msnm). La distribucion geografica de las

especies de garrapatas y Rickettsia identificadas en el estudio se observa en la Figura 5.5.
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Figura 5.5 Distribucidn geogréafica de especies de garrapatas y Rickettsia de El Salvador, durante
los afios 2019-2021

6.7 Discusion

Este estudio reporta la presencia de 12 especies de garrapatas y tres especies de Rickettsia en El
Salvador. Las especies de garrapatas A. dissimile, A. mixtum, A. ovale, A. cf parvum, A. sabanerae
y A. scutatum han sido previamente reportadas como especies comunes de animales domésticos y
de vida silvestre en el pais (Romero et al., 2021). Una situacion diferente sucede para las especies
de garrapatas A. longirostre, D. panamensis, Ixodes cf boliviensis, O. puertoricensis y O. megnini,
de las cuales no existe reporte oficial en El Salvador. Para el caso de las especies de Rickettsia, R.
amblyommatis es una especie comin en el pais (Romero et al., 2021), pero las especies R.
rhipicephali y Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis no poseen reportes previos.
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En garrapatas duras, el género Amblyomma es el grupo mas numeroso en la region neotropical,
con al menos 68 especies, 55 de las cuales son endémicas de la region (Guglielmone et al. 2021;
Soares et al. 2023). El Salvador tiene identificadas seis especies de Amblyomma, y a pesar de que
A. longirostre es una especie ampliamente distribuida en América, no existen reportes previos en
El Salvador, por lo que este hallazgo incrementa la cantidad de especies del género a siete. En
Ameérica Central se cuenta con reportes previos en Costa Rica, Honduras, y Panama (Romero et
al., 2021; Guglielmone et al., 2021). Las garrapatas adultas de esta especie se alimentan
principalmente desde puercoespines, mientras que las larvas y ninfas son colectadas desde aves,
principalmente Paseriformes. Es una especie que muy raramente afecta humanos solo reportado
en Sur América (Guglielmone et al., 2021). Investigaciones realizadas en Brasil sugieren que A.
longirostre es una garrapata arborea, usando el dosel arboreo en sus estados de vida libre (Labruna
etal., 2007). En América Central, esta garrapata ha sido asociada con especies de Rickettsia, como

R. amblyommatis y especies de rickettsia aun no determinadas (Charles et al., 2021).

Con relacion al género Dermacentor, existen nueve especies en la region neotropical y cuatro de
ellas son endémicas de la region (Guglielmone et al. 2021). En El Salvador el género esta
representado por dos especies que corresponden a Dermacentor dissimilis y Dermacentor nitens
(Romero et al., 2021), por lo que D. panamensis corresponde a otra especie mas, incrementando
la cantidad a tres, para este género en el pais. Esta garrapata es descrita solo en América Central
con escasa informacion. Inicialmente fue mal identificada y confundida con Dermacentor halli,
debido a su alta similitud morfoldgica. Su reconocimiento como nueva especie fue realizada en
Panama y se observé que fue mal identificada en Guatemala, Honduras, Nicaragua y Costa Rica
sin reportes en Belice y El Salvador (Apanaskevich & Bermudez 2013). El principal hospedero
para la garrapata adulta es el puercoespin (Sphiggurus mexicanus); sin embargo, existen reportes
de afectacion en perezoso y raton. Las larvas y ninfas estan presentes en diversas especies de
roedores y las ninfas también han sido observadas en puercoespin y murciélagos del género Myotis
(Apanaskevich & Bermuadez 2013; Bermudez et al., 2018). Hasta la fecha no es considerada un
parasito de humanos (Charles et al., 2021). En Panam4, D. panamensis se encuentra en bosque
nuboso con elevaciones entre 1770 — 2700 m (Apanaskevich & Bermuldez 2013; Bermudez et al.,
2018), que resulta un hallazgo similar a esta investigacion. Este trabajo, provee la primera
secuencia genética de D. panamensis y muestra que su 16S rRNA es al menos 5% diferente de

cualquier otra especie de Dermacentor existente en el GenBank.
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Con relacion al género Ixodes, 62 especies son reportadas en la region neotropical, 49 de ellas
endemicas (Guglielmone et al. 2021, Apanaskevich et al. 2022, Nava et al. 2023). La garrapata I.
boliviensis es una especie neotropical descrita desde América del Norte hasta América del Sur
(Charles et al., 2021). Aunque América Central posee registros en Belice, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Costa Rica y Panamé (Guglielmone et al., 2021), el presente hallazgo se convierte en
el primer registro de miembros del género Ixodes en El Salvador (Guglielmone et al., 2023). La
especie fue descrita por vez primera en Bolivia y se encuentra presente en Colombia, Ecuador y
Per en América del Sur (Guglielmone et al. 2021). Secuencias genéticas de garrapatas colectadas
en Panama mostraron alto polimorfismo genético (diferencias de 7-8% en el gen 16S rRNA) al
compararse con secuencias de especimenes de América del Sur, lo que hace suponer la presencia
de una especie diferente en América Central, por esta razén es reconocida provisionalmente como
Ixodes cf. boliviensis (Bermudez et al. 2021a). Una observacion destacable en esta investigacion
es que los haplotipos del 16S rRNA de los especimenes salvadorefios fueron 3-4% diferentes de
los especimenes de Panamé (GenBank sequences MW717932, MW717933, MW717934) y Costa
Rica (OP470700, OP470701) y a la vez, 7% diferentes de los especimenes procedentes de América
del Sur (KMO077437, OK557627). El polimorfismo genético observado en I. boliviensis con
diferente procedencia geografica sugiere que el taxon muestra una alta diversidad genética o podria
representar un complejo de especies que requiere de estudios de evaluacién. Los hospederos para
esta especie de garrapata son diversas Ordenes de mamiferos, principalmente carnivoros,
considerando al perro como el principal hospedero para el estado adulto, mientras que el principal
hospedero para los estados inmaduros adn no ha sido determinado. Esta especie es considerada un
parasito raro de humanos con reportes en México y América Central (Guglielmone et al., 2021,
Bermudez et al., 2021b). También en México y América Central es frecuentemente detectada en
areas montafiosas con elevaciones entre los 800 — 2500 m (BermUdez & Miranda, 2011; Bermudez
et al. 2015), reporte similar a lo observado en la presente investigacion. Esta garrapata ha sido
asociada a Rickettsia strain IbR/CRC en América Central y Borrelia sp. strain Talamanca, Babesia
odocoilei, y Hepatozoon sp. strain Chiriquensis en Panama (Charles et al., 2021; Bermudez et al.,
2021h).

Acerca de la ninfa de Ixodes sp., el haplotipo de la secuencia del 16S rRNA fue 95-97% similar a
I. silvanus, I. brunneus, I. turdus e I. frontalis, especies de garrapatas que son parasitos de aves.

Un estudio filogenético reciente ha demostrado que estas cuatro especies de Ixodes forman un
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grupo natural, que las incluye en el subgenero Trichotoixodes, el cual estd compuesto por nueve
especies, todas asociadas a aves, este grupo incluye a Ixodes copei de Jamaica (Saracho-Bottero et
al. 2021). I. brunneus es una garrapata de América del Norte, con reportes Unicamente en Estados
Unidos y Canada. Este es un ectoparésito de aves, principalmente aves paserinas, incluyendo aves
migratorias. Esta garrapata ha sido responsable de causar paralisis en aves paserinas (Hutcheson
etal., 2021; Kennedy & Winter 2022). Un estudio reciente concluye que I. brunneus es una especie
exclusiva del Nedrtico y que previos reportes de esta especie en Argentina representan en realidad
un nuevo taxon, descrito ahora como I. silvanus y que los reportes procedentes de Colombia,
Panama y Venezuela podrian corresponder a otro taxon adn no determinado (Saracho-Bottero et
al. 2021). Este mismo estudio reporta la ausencia de diferencias morfol6gicas discretas entre las
ninfas de . brunneus e I. silvanus, no logrando resaltar diferencias morfoldgicas discretas entre
las ninfas de ambas especies (Saracho-Bottero et al. 2021). El anélisis morfoldgico de la ninfa de
Ixodes sp. de El Salvador demostro alta similitud con 1. brunneus e I. silvanus; sin embargo, es
claramente diferente a estas especies por la presencia de auriculas largas (Figura 5.6) que en |I.
brunneus e I. silvanus son cortas (Durden and Keirans 1996; Saracho-Bottero et al. 2021). Esta
diferencia morfoldgica en conjunto con los resultados moleculares y filogenéticos indican que la
ninfa de Ixodes sp. reportada en este estudio representa una especie adicional de Ixodes para El
Salvador, que podria ser I. copei (cuya ninfa aln no cuenta con descripcién morfoldgica) u otra

especie estrechamente relacionada a I. brunneus pendiente de una descripcion formal.

Para el grupo de garrapatas blandas, la region Neotropical comprende al menos 81 especies de las
cuales 66 son endémicas; sin embargo, la diversidad de Argasidae en la region esta probablemente
subestimada (Nava et al., 2010). Hasta el momento, El Salvador esta representado por dos especies
de argasidos pertenecientes al mismo género: Ornithodoros dyeri y Ornithodoros yumatensis
(Guglielmone et al., 2004). El género Ornithodoros posee al menos 70 especies neotropicales y la
mayoria son endémicas (Guglielmone et al. 2004; Bermadez et 2017; Mufioz-Leal et al. 2021).
Las especies del género son usualmente encontradas en madrigueras y nidos de sus hospederos y

puede sobrevivir parasitando animales domésticos y humanos (Bermudez et al., 2017).
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Figura 5.6 Ninfa de Ixodes sp. colectada en El Salvador, mostrando estructura de
auriculas

La garrapata O. puertoricensis, es un artrdpodo nidicola con reportes en América Central, el Caribe
y Norte de América del Sur (Guglielmone et al., 2004). Investigaciones realizadas en Panama
sugieren que Ornithodoros, posee como hospederos a vertebrados como pequefios roedores y
especies de Dasyprocta, pudiendo parasitar una amplia variedad de vertebrados incluyendo aves,
perros y humanos. O. puertoricensis ha sido reportado como un parésito comdn de perros en
algunas areas rurales de Colombia, probablemente debido a la constante exposicion de perros a
vertebrados silvestres que son atraidos por los ambientes humanos. En humanos, se ha observado
que la garrapata parasita en la noche, alimentandose y completando su ciclo de vida, causando
lesiones o un leve dolor (Paternina et al., 2009; Bermudez et al., 2017; Bermudez et al., 2021a;

Lopez et al., 2021). Esta garrapata es considerada reservorio y vector competente de la fiebre

79



recurrente transmitida por garrapatas, debida al agente Borrelia puertoricensis en Panama,

representando una preocupacion en salud publica (Bermudez et al., 2021b).

Con respecto al género Otobius, existen dos especies a nivel mundial, pero solo O. megnini esta
presente en la region Neotropical (Guglielmone et al., 2004). Las ninfas poseen numerosas
proyecciones similares a espinas, este estado habita en el canal auricular externo del hospedero,
como el caballo y por estas caracteristicas se le conoce como la garrapata espinosa del oido. Esta
especie esta ampliamente distribuida en México; pero en América Central solo existe reporte en
Guatemala (Guglielmone et al., 2004; Nava et al., 2009; Hutcheson et al., 2021). La fase adulta de
esta garrapata no es parasita, mientras que larvas y ninfas infestan diversas especies de animales
domésticos, silvestres incluyendo el caballo (como el presente reporte) y ocasionalmente al ser
humano (Hutcheson et al., 2021). Esta garrapata se encuentra adaptada a condiciones aridas y
semi-aridas, asi como lugares himedos (Nava et al., 2009). EIl presente registro en El Salvador
proviene de areas calientes y moderadamente himedas. O. megnini estd implicada en la
transmision del agente de la fiebre Q, causando miotomia en un caballo (Zarate-Ram et al., 2014;
Hutcheson et al., 2021).

Sobre la presencia de miembros del género Rickettsia, las tres especies detectadas pertenecen al
GFM, grupo que posee especies que producen la enfermedad de la fiebre manchada en humanos,
como R. rickettsii y R. parkeri (Parola et al. 2013). En esta investigacion se detect6 a R.
amblyommatis que es la especie mas comdn en América Central, previos estudios la asocian al
menos a diez especies de garrapatas. Su rol como patégeno en vertebrados aun no es claro, pero
algunos autores sospechan de alguna importancia en salud publica (Bermldez & Troyo 2018). En
el pais, esta especie de Rickettsia ha sido previamente detectada en 50% de los especimenes
analizados de la especie de garrapata A. cf. parvum (Romero et al., 2021).

Ademas de R. amblyommatis, del GFM se observé la presencia de R. rhipicephali, especie de la
cual existe muy poca informacién en América Central, detectada una sola vez en Dermacentor
latus de Costa Rica, aunque a nivel mundial existe muchos reportes que la convierten entre las
especies de Rickettsia del GFM mas ampliamente distribuida debido a sus reportes en America,
Africa Central, Europa y Taiwan (Zeringota et al., 2017; Bermidez & Troyo 2018). Esta especie
es la més detectada en la garrapata Dermacentor occidentalis de California en Estados Unidos con

porcentajes que varian entre el 6.4% - 29.6% (Paddock et al., 2018). La patogenicidad de esta
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Rickettsia aln permanece sin determinar (Bermldez & Troyo 2018). Este se convierte en la
primera asociacion con un microorganismo Yy el primer registro de esta especie de Rickettsia en la

garrapata D. panamensis, ya que no existe informacion previa al respecto (Bermudez et al., 2018).

En cuanto a Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis, existe registro en Costa Rica y Panama
(Troyo et al. 2014; Bermldez et al. 2021a; Moreira-Soto et al. 2023). Estudios previos han
mostrado una relacion filogenética de este agente a otros agentes endosimbiontes de otras especies
de garrapatas del géenero Ixodes, especialmente especies pertenecientes al complejo Ixodes ricinus
(Bermudez et al., 2021a). Es importante notar que al menos uno de estos agentes endosimbiontes
de Ixodes nombrada como Rickettsia monacensis, ha sido asociada con enfermedad clinica en
humanos de Europa (Parola et al., 2013). La presencia de esta Rickettsia en todas las garrapatas
analizadas tanto de vida libre como sobre el hospedero podria estar relacionado a una transmisién
vertical, lo que propiciaria una alta prevalencia en la poblacién de garrapatas. Su presencia en
estados de vida libre podria estar relacionado a transmision transestadial. Esta Rickettsia representa

una especie con potencial patégeno desconocido (Bermudez et al., 2021a).

6.8 Conclusiones

En esta investigacion se reportan seis especies de garrapatas y dos especies de Rickettsia inéditas
para El Salvador: las especies de garrapatas A. longirostre, D. panamensis, I. cf boliviensis, Ixodes
sp., O. puertoricensis, O. megnini y las especies de rickettsias Rickettsia endosymbiont of Ixodes
boliviensis y R. rhipicephali. Con el presente estudio, la fauna de garrapatas en El Salvador se
incrementa a 17 especies, con 13 garrapatas duras (Ixodidae) y cuatro garrapatas blandas
(Argasidae), agregando un nuevo género en cada familia (Ixodes y Otobius respectivamente).
Queda pendiente la identificacion de especie de la ninfa de Ixodes encontrada en este estudio. En
cuanto al género Rickettsia se incrementa a seis con el reporte de R. parkeri como el Gnico agente

patdgeno confirmado en garrapatas de El Salvador
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7 DISCUSION GENERAL

Las garrapatas son ectoparasitos que representan importancia como zoonosis, reconociendo en
América Central al menos 15 especies con capacidad de parasitar humanos (Springer et al., 2018).
Al menos ocho de estas especies reportadas en personas fueron registradas para El Salvador y la
presencia de especies aun no completamente identificadas junto a la existencia de posibles nuevas
especies, como el caso de la ninfa de Ixodes, incrementan la posibilidad de encontrar algunas de
importancia en salud publica. Esta situacion también incrementa la posibilidad de hallazgo de
agentes patdgenos asociados a estas garrapatas. Entre los microorganismos que pueden transmitir
las garrapatas, las especies del género Rickettsia son relevantes, debido a que las garrapatas son

vectores importantes de estos agentes pudiendo adquirirlos y transmitirlos entre hospederos.

La rickettsiosis en El Salvador forma parte de un grupo de enfermedades desatendidas, de las
cuales no se cuenta con registros de afectacion, aunque existe evidencia de circulacion de los
agentes responsables de la enfermedad en el pais (Global surveillance of rickettsial diseases:

memorandum from a WHO meeting, 1993; Dye-Braumuller et al., 2022).

En el mundo al menos 60 especies de Rickettsia han sido detectadas en garrapatas, entre especies
patdgenas, no patdgenas y de patogenicidad desconocida (Bermudez et al., 2021b). En esta
investigacion se ha demostrado en El Salvador la presencia de agentes del género Rickettsia del
GFM, en garrapatas procedentes de animales domésticos y animales silvestres, asi como garrapatas
obtenidas de ambientes silvestres a la espera de un hospedador competente y se reportan especies
inéditas para el pais, que requieren de investigacion para establecer su importancia como agentes

patdgenos.

El hallazgo de doce especies de garrapatas de la familia Ixodidae: Amblyomma dissimile,
Amblyomma longirostre, Amblyomma mixtum, Amblyomma ovale, Amblyomma cf. parvum,
Amblyomma sabanerae, Amblyomma scutatum, Dermacentor panamensis, Ixodes cf boliviensis,
Ixodes sp, Rhipicephalus sanguineus s.l., Rhipicephalus microplus y dos especies de garrapatas de
la familia Argasidae: Ornithodoros puertoricensis y Otobius megnini; de las cuales cinco especies
corresponden al primer reporte en El Salvador, exponen la necesidad de evaluar las especies de
garrapatas presentes en el pais, en tanto que paises cercanos poseen registro de gran diversidad de

especies de garrapatas (Guglielmone et al., 2021). Con estos hallazgos, El Salvador incrementa su
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fauna de garrapatas en 17 especies, 13 de ellas pertenecientes a garrapatas duras, muy por debajo
de los reportes del resto de paises de América Central como Costa Rica y Panamé con 40 y 39
especies de garrapatas duras respectivamente, seguidos de Guatemala con 33, Nicaragua con 24,
Belice con 22 y Honduras con 19 especies (Guglielmone et al., 2021). EI Salvador continGa siendo
el pais con menor cantidad de especies de garrapatas duras registradas, pero con esta investigacion
deja de formar parte de los Unicos dos paises en America continental sin reporte de especies del
género Ixodes (Guglielmone et al., 2021). Queda aun pendiente la identificacion de especie de la
ninfa de Ixodes con la que se presentan dos especies del género.

De las especies de garrapatas identificadas en este estudio cuatro fueron compartidas entre
animales domésticos y animales o ambientes silvestres y corresponden a las especies A. mixtum,
A. ovale, A. cf. parvum e I. cf boliviensis. Otras cuatro especies se reportaron Gnicamente en
animales domésticos: R. sanguineus s.l., R. microplus y O. puertoricensis en perros; y O. megnini
en equinos; sin embargo, para el caso de miembros del género Ornithodoros, éstos se encuentran
asociados primariamente a madrigueras o nidos de diversidad de vertebrados silvestres (Bermudez
et al., 2017). Las restantes seis especies de garrapatas fueron propias de animales o ambientes
silvestres: A. dissimile, A. longirostre, A. sabanerae, A. scutatum y D. panamensis. A este grupo
se agrega la ninfa de Ixodes sp. encontrada en ambiente silvestre. Casi todas las especies
identificadas para El Salvador en animales domésticos, incluyendo a las compartidas con vida
silvestre, poseen reportes de afectacion en humanos de América Central, a excepcién de O.
megnini la cual posee reportes de afectacién en humanos de Norte América (Eisen 2022). El
hallazgo de especies de garrapatas compartidas entre animales domésticos y silvestres en El
Salvador evidencia un posible riesgo de transmisién de microrganismos entre ambos grupos de

animales y el ser humano, que incluye a patégenos del género Rickettsia.

De las especies de Rickettsia, se logro la identificacion de tres especies: R. amblyommatis, R.
parkeri strain Atlantic rainforest y Rickettsia rhipicephali. Ademas, se detectaron dos especies aln
no completamente identificadas: Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis y Rickettsia sp.
ES-A.cf.parvum, esta Gltima muy relacionado al clado R. amblyommatis.

Con estos hallazgos, El Salvador incrementa la cantidad de especies de Rickettsia a cuatro
conocidas y tres especies aun no completamente identificadas desde garrapatas, posicionandose

como el segundo pais de América Central con mayor cantidad de especies de Rickettsia
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identificadas en garrapatas. Estudios previos hacen cuenta de al menos cinco especies conocidas
para Costa Rica y cuatro especies ain no completamente identificadas desde garrapatas. Este pais
presenta la mayor cantidad de especies reconocidas y la Unica especie obtenida desde garrapatas
de la familia Argasidae. Seguido se encuentra Panamé con tres especies reconocidas y cuatro ain
no completamente identificadas, Nicaragua con dos especies conocidas (una de ellas con una
posible incorrecta identificacion) y dos sin identificar, Belice posee al menos dos especies
identificadas y una sin identificar, Honduras una especie identificada y una ain no completamente
identificada y Guatemala posee un Unico reporte, sin identificar la especie correspondiente
(Bermudez & Troyo 2018; Krawczak & Labruna 2018; Bermudez et al., 2021b).

El reporte de relacion entre especies de Rickettsia y especies de garrapatas en El Salvador es
importante para establecer la epidemiologia de los agentes circulantes y posibles riesgos de
transmision hacia animales y poblacion salvadorefia. Entre las garrapatas detectadas en animales
domeésticos y ambientes silvestres, la especie A. mixtum es un importante agente en humanos de
América Central, muy agresiva en todos sus estadios, por lo que se considera una especie relevante
para la salud humana por su relacién con patdgenos y afectaciones a la salud (Bermudez et al.,
2021c). Ha sido propuesta como el vector de R. rickettsii en area rural de Panaméa (Martinez-
Caballero et al., 2018) y parece tener una estrecha relacion con R. amblyommatis, considerando
los elevados porcentajes de hallazgo con este microorganismo en 36 de las 39 garrapatas A. mixtum
(92%) provenientes de perro en la presente investigacion y resultados similares en América Central
con porcentajes tan elevados como el 91% (Troyo et al., 2016; Bermudez et al., 2021b). En la
presente investigacion no se detect6 alguna Rickettsia en esta especie de garrapata proveniente de
ambientes silvestres. Con relacion a R. amblyommatis aunque hasta el momento no ha sido aislada
desde humanos con sintomas de rickettsiosis, su ubicacién en el GFM vy la presencia de una gran
cantidad de genes de virulencia con similitud de aminoacidos de hasta un 95% con las especies
patogenas de este grupo, unido al hecho de enfermedad observada en animales de laboratorio y la
propuesta de posibilidad de causar enfermedad febril autolimitante en humanos, con mayor riesgo
en personas inmunocomprometidas (Yen et al., 2021), determinan la necesidad de continuar con
estudios y vigilancia de este agente y sus vectores. Esta especie de Rickettsia también parece
presentar asociacion con la garrapata A. cf parvum, de EIl Salvador, estudios previos en el pais
demuestran porcentajes de asociacion del 50% (Romero et al., 2021), mismo resultado obtenido
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en la presente investigacion. En un par de perros incluidos en este estudio, se observo coinfeccion

con ambas especies de garrapatas, con presencia de R. amblyommatis en ellas.

También en la especie de garrapata A. cf. parvum, en una de las muestras, se obtuvo secuencias de
una rickettsia aqui denominada como Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum, cuyo analisis filogenético
conform6 un clado muy relacionado a R. amblyommatis. Estudios de patogenicidad de R.
amblyommatis han permitido establecer la hipdtesis de que la existencia de diferentes cepas de
esta especie podria ser la causa de resultados variables descritos en cuanto a su virulencia
(Richardson et al., 2023). Debido a que el andlisis filogenético de Rickettsia sp. ES-A.cf.parvum
revela que esta podria representar una nueva especie estrechamente relacionada a R. amblyommatis
0 una cepa de ésta, el hallazgo representa importancia para su vigilancia en salud publica. En
cuanto a la garrapata A. cf. parvum posee reportes muy poco frecuentes de afectacion al ser humano
en América Central (Bermudez et al., 2021c) y asimismo posee pocos reportes de su presencia en
especies animales que incluye a equinos y bovinos de Nicaragua y perros de Guatemala (Duttmann
et al., 2016; Tian et al., 2024); sin embargo, resulté una especie muy prevalente en amplio rango
geografico en perros de El Salvador con poco méas del 10% de perros parasitados. Hasta el
momento, para esta garrapata, los resultados de divergencia genética permitieron establecer la
hip6tesis de especies cripticas y se establecio que en realidad A. parvum representa un complejo
de especies en la region, determinando que la garrapata presente en América Central es diferente
a la especie A. parvum existente en América del Sur (Lado et al., 2016), por lo que, de la especie
en América Central, alin se desconoce su potencial transmisor de agentes y afectacion en humanos

y animales.

Una situacion similar a la especie A. cf. parvum podria ocurrir en América Central con la garrapata
I. cf. boliviensis, relacionado a variabilidad genética que podria deberse a presencia de especies
diferentes en laregion. Investigaciones en esta especie han establecido que la garrapata de América
Central podria no ser la misma de Sur América; esto es relevante en salud publica ya que los
reportes de afectacion en humanos existen unicamente en América Central y no en Sur América
(Bermudez et al., 2021a). Los hallazgos de la presente investigacion revelan diferencias en la
secuenciacion de genes de identificacion con un marcado polimorfismo con relacion a |I.
boliviensis de América del Sur, pero ademas los haplotipos del 16S rRNA de los especimenes
salvadorerios fueron diferentes a especimenes procedentes de Costa Rica y Panama, lo que podria
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deberse a la presencia de un complejo de especies 0 a un taxon con alta diversidad genética. La
garrapata I. cf. boliviensis se asocia principalmente a carnivoros silvestres y domésticos, pero
puede afectar a otros hospederos mamiferos de forma ocasional, incluyendo al ser humano
(BermuUdez et al., 2021a). Al igual que las especies de garrapatas anteriores, es considerada
relevante en salud publica en América Central por su relacion con patégenos y afectaciones a la
salud (Bermudez et al., 2021c). Con respecto a presencia de microorganismos en esta garrapata,
aunque el género Ixodes presenta especies de Rickettsia asociados a ellas y algunas causantes de
enfermedad en humanos, en la especie de América Central se ha detectado Unicamente a la
Rickettsia endosymbiont of Ixodes boliviensis, con registros en Costa Rica y Panama sin establecer
su importancia como patdgeno en animales o el ser humano (Bermudez et al. 2021a; Moreira-Soto
et al. 2023). En la presente investigacion esta especie de Rickettsia fue observada en garrapatas I.
cf. boliviensis colectadas desde ambiente y proveniente de hospedero de la misma zona.

Con respecto a la garrapata A. ovale, esta también se considera una especie relevante para la salud
humana en América Central por su relacion con patégenos y afectaciones a la salud. Se ha
reportado como una especie frecuente en humanos de América Central y asociada a un caso de
pardlisis en un soldado de Estados Unidos en Panama (Bermudez et al., 2021c). En la presente
investigacion se detectd a una garrapata de esta especie infectada con R. parkeri strain Atlantic
rainforest proveniente de un perro del distrito de Santa Tecla, especificamente en el area del VVolcan
de San Salvador. En América Central el reporte oficial corresponde a Belice y ahora El Salvador;
sin embargo, como se ha descrito anteriormente, el reporte de R. africae en Nicaragua puede
corresponder en realidad a R. parkeri. Esta especie de Rickettsia est4 asociada a la garrapata A.
ovale y es un patdgeno importante en humanos de América del Norte y del Sur (Acosta et al.,
2018). Aunque no existen aislamientos en humanos de la region, se ha reportado serologia positiva
a este agente en humanos en Nicaragua y Honduras (Reller et al., 2016). En El Salvador, la zona
de deteccion del agente posee areas recreacionales y parques ecoturisticos cercanos; ademas de
nucleos poblacionales. Todo lo expuesto anteriormente, justifica una vigilancia del agente y su
vector en el pais, debido a que el hallazgo establece un posible riesgo de afectacion en la poblacion

salvadorefia.

Entre las especies de garrapatas identificadas Unicamente en animales domésticos, se encuentran

especies importantes en Medicina Veterinaria y Salud Pdblica. R. sanguineus s.l., se considera
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una especie relevante en America Central por su relacion con patégenos y afectaciones a la salud
humana. Esta garrapata se ha adaptado a ambientes domésticos que le ofrecen condiciones
adecuadas para su establecimiento y aunque se reportan hallazgos esporadicos en humanos
(Bermudez et al., 2021c), su importancia se ha demostrado como potencial vector de R. rickettsii
en el area urbana en Panama, por su asociacion con este agente en garrapatas de ese pais (Martinez-
Caballero et al., 2018). Hasta el momento en El Salvador, como evidenciado en esta investigacion,
en cuanto a especies de Rickettsia, tnicamente se ha relacionado con la especie R. amblyommatis.
Otra especie del género Rhipicephalus observada en este estudio fue la garrapata R. microplus,
con un solo hallazgo en un perro del distrito de Chalatenango. Esta garrapata posee reportes
esporadicos parasitando humanos en América Central e incluye a El Salvador. Esta es la garrapata
mas importante en ganado bovino en todo el mundo y responsable de la transmision de Babesia y
Anaplasma en ganado bovino (Bermddez et al., 2021c). No se evidencio presencia de alguna

especie de Rickettsia en la presente investigacion.

También en animales domésticos se reportan para el pais dos especies de garrapatas de la familia
Argasidae que corresponden a nuevos hallazgos para el pais: O. puertoricensis y O. megnini. Para
el caso de la primera especie perteneciente al género Ornithodoros, en América Central se
considera una especie de importancia en salud humana por su relacién con Borrelia puertoricensis,
causante de la fiebre recurrente transmitida por garrapatas en Panama, de la que esta garrapata es
considerada reservorio y vector competente (Bermudez et al., 2021c). Un estudio llevado a cabo
también en Panama establecio la probabilidad de que esta garrapata pueda completar parte de su
ciclo alimentandose exclusivamente de seres humanos (Bermudez et al., 2017). Los reportes de
fiebre recurrente en América Central y de agentes presentes en esta especie de garrapata en Panama
y el actual hallazgo de O. puertoricensis en El Salvador, establecen la necesidad de continuar la
vigilancia de esta garrapata en el pais y establecer el riesgo de causa de fiebre recurrente en la
poblacién salvadorefia. Con respecto a la garrapata del género Otobius, la especie O. megnini se
caracteriza por su ubicacion en el canal auricular externo de animales domésticos que incluyen a
bovinos, ovinos, caprinos, camélidos de Sur América, perros y caballos; sin embargo, existe
reporte de afectacion en humanos y corresponde a la especie de garrapata blanda con mayores
reportes de afectacion en humanos de Estados Unidos (Nava et al., 2009; Eisen 2022). Aunque
existe una amplia presencia de esta especie de garrapata en América del Norte y del Sur, su

presencia en América Central ha sido limitada a equinos de Guatemala (Guglielmone et al., 2004).
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Nava et al. (2009), sugiere conespecificidad entre garrapatas de América del Norte y del Sur con
diferencias biologicas debido a adaptaciones de sobrevivencia a condiciones ambientales. En el
presente estudio, el andlisis filogenético de O. megnini de El Salvador, conform6 un mismo clado
con O. megnini de Argentina sugiriendo conespecificidad. Ninguna especie de Rickettsia fue

encontrada en esta especie de garrapata.

Referente a las garrapatas encontradas unicamente desde ambientes silvestres, A. dissimile, A.
sabanerae y A. scutatum corresponden a garrapatas comunes en reptiles y anfibios de El Salvador
(Romero et al., 2021); aunque en ellas no se evidencid presencia de alguna especie de Rickettsia
en el presente estudio, previamente se han encontrado infectadas con “Ca. Rickettsia
colombianensi” en A. dissimile y A. scutatum y R. bellii en A. dissimile y A. sabanerae en El
Salvador (Romero et al., 2021). Estas mismas especies de garrapatas poseen reportes de “Ca.
Rickettsia colombianensi” 0 R. bellii en Honduras, Costa Rica y Panaméa (Barbieri et al., 2012;
Bermidez & Troyo 2018). Las especies A. dissimile y A. sabanerae poseen reportes muy raros de

afectacion en humanos de América Central (Bermudez et al., 2021c).

En vida silvestre también se identificaron las especies de garrapatas A. longirostre y D.
panamensis. Ambas especies de garrapatas, en su fase adulta, poseen como hospedero principal al
puercoespin, que también fue evidenciado para El Salvador. En la presente investigacion se
determiné presencia de especie de Rickettsia en todas las garrapatas D. panamensis, reportando el
primer hallazgo de un agente asociado a esta especie de garrapata e incluyéndola entre las especies
con reporte de R. rhipicephali en el mundo. Un resultado diferente se observé para la especie de
garrapata A. longisrostre en la que no se evidencid ningun agente del género Rickettsia; sin
embargo, en América Central existe reporte de presencia de R. amblyommatis en Costa Rica y
Honduras (Charles et al., 2021). Una observacion interesante en la presente investigacion es el
hecho de haber identificado R. rhipicephali en D. panamensis pero no en A. longirostre a pesar de
que algunas garrapatas de ambas especies fueron colectadas al mismo tiempo desde el mismo

hospedero.

El anélisis de los resultados permite establecer que, aunque no se evidencio la presencia de R.
rickettsii en ninguna de las muestras de garrapata en la presente investigacion, se identifican
especies del género Rickettsia pertenecientes al GFM, incluyendo a R. parkeri strain Atlantic

rainforest, causante de enfermedad en humanos de América del Norte y del Sur. EI GFM posee
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especies patogenas para el ser humano y animales, por lo que el hallazgo de diferentes especies de
este grupo en garrapatas de animales domésticos y desde ambientes silvestres representa interés
en salud pablica. Los perros pueden funcionar como vinculo entre garrapatas y sus patdégenos en
areas silvestres hacia ambientes humanos (Ortiz et al., 2021) y en la busqueda de rickettsias desde
areas silvestres, también resulta importante evaluar perros que poseen la libertad de desplazarse
entre los diferentes ambientes. Evaluaciones serologicas en perros domesticos de Brasil, ha
evidenciado alta seroprevalencia a Rickettsia, hasta del 64.2%, indicando contacto previo con estos
agentes (de Sousa et al., 2018). En América Central, Costa Rica y Panama evidencian serologia
positiva a Rickettsia en perros con porcentajes del 10 y 65% respectivamente (Bermudez et al.,
2011; Pacheco-Solano et al., 2019). En el &rea metropolitana de Costa Rica en zonas de reporte de
rickettsiosis en humanos, perros evaluados presentaron seroreactividad en un 18.5% debido
principalmente a R. rickettsii 0 una especie muy similar, asi como a R. amblyommatis y R.
rhipicephali (Moreira-Soto et al., 2016). La poblacion salvadorefia, puede mantener contacto con
garrapatas y especies de Rickettsia, a través de perros, ademas de factores de riesgo como el uso
de tierras, fragmentacion de bosques y creacién de asentamientos cercanos a bosques, lo que
incrementa el contacto de animales domésticos y el ser humano con garrapatas de ambientes
silvestres y que a la vez aumenta el riesgo de contacto con patdgenos desde estas areas (Ortiz et
al., 2021). Este podria ser el caso de A. ovale en América Central, debido a que esta garrapata
habita en la cercania a bosques y bajo circunstancias como la deforestacion o la pérdida de habitat
obliga a pequefios mamiferos, de los que fases inmaduras de esta garrapata se alimenta, a contacto
con areas periurbanas; otro ejemplo es la garrapata A. mixtum importante agente de humanos, que
debido a la deforestacion por ganaderias puede incrementar contacto con humanos y animales.
Este mismo riesgo se observa con la garrapata R. sanguineus s.l., debido a que la alteracion del
ambiente con presencia de perros permite su establecimiento y se ha hipotetizado que puede
constituir ciclos urbanos con agentes patdgenos silvestres, como se ha observado en R. rickettsii,

y Su presencia en areas urbanizadas desde vida silvestre (Ortiz et al., 2021).

Considerando el reporte de especies de garrapatas y de especies de Rickettsia inéditas para el pais,
algunas aun no completamente identificadas, es clara la necesidad de continuar en el proceso de
caracterizacion de estos agentes para establecer su verdadero impacto como patdgenos para

animales y la poblacion salvadorefia.
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8 CONCLUSIONES

Debido a la diversidad genética observada en garrapatas de El Salvador, el empleo de técnicas
moleculares resulta indispensable para la confirmacion de especies, hasta el establecimiento de
claves de identificacion especificas para la fauna de garrapatas de América Central.

Perros y caballos de EI Salvador representan riesgo de transmision de garrapatas a la poblacion
salvadorefia ya que pueden albergar al menos ocho especies diferentes de estos ectoparasitos, con
reportes de afectacion en seres humanos. Al menos siete de estas especies de garrapatas fueron

colectadas desde perros y de estas, cuatro estuvieron también presentes en animales silvestres.

El analisis filogenético de las especies de garrapatas y Rickettsia identificadas en El Salvador
revela una diversidad genética importante en América Central, que podria representar la presencia
de nuevas especies tanto de garrapatas como de Rickettsia aun no descritas en la comunidad

cientifica internacional, con importancia en salud publica ain desconocida.

Las secuencias del gen 16S rRNA de garrapatas, generadas en esta investigacion, proveen de
informacidn atil para la caracterizacion molecular de estas especies. Al menos dos secuencias en
particular, para las que previamente no se contaba con secuencias en el banco genético mundial,

serén de utilidad para comparacion de secuencias futuras en el pais y el mundo.

Se ha demostrado que garrapatas desde ambientes domésticos y silvestres en El Salvador cuentan
con especies de Rickettsia del GFM, con potencial riesgo de afectacion en la salud de animales y
humanos. La presencia de R. parkeri strain Atlantic rainforest, reconocido patdégeno de humanos
en América, presenta el mayor riesgo de rickettsiosis que deberia considerarse en el diagnostico

diferencial de enfermedades febriles en la poblacién salvadorefia.

La distribucion geografica observada para las especies de garrapatas parece establecer areas
delimitadas para ciertas especies como I. cf. boliviensis y mas amplia para otras como R.
sanguineus s.l. Los resultados claramente establecen la necesidad de investigar una mayor cantidad
de hospederos y establecer una distribucion espacial mas detallada para enriquecer la informacion
epidemioldgica de las especies de garrapatas y la distribucién de las especies de Rickettsia

asociadas a ellas en El Salvador, principalmente desde ambientes silvestres.
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