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Resumen

Las aves son hospederos importantes en el ciclo de vida de especies de garrapatas,
las cuales son transmisoras de especies de rickettsias en animales y humanos. Debido
a la alta diversidad de especies de aves en el bosque seco tropical, este trabajo
describe el hallazgo he identificacion de las garrapatas y especies de Rickettsia en las
garrapatas asociadas a las aves en un relicto de bosque seco tropical en el
departamento de Magdalena, Colombia. Realizando muestreos entre los meses de
febrero y septiembre del 2021 se capturé un total de 367 aves, distribuidas en 41
especies. De las aves capturadas, 60 fueron recolectadas con garrapatas (524 larvas y
9 ninfas), siendo las especies de aves Troglodytes aedon y Campylorhynchus griseus
las que presentaron mayor abundancia. Las garrapatas fueron identificadas
taxondmicamente con la ayuda de claves y descripciones morfologicas, y confirmadas
molecularmente mediante la amplificacién del gen 16S y COI. Todas las garrapatas
fueron identificadas como Amblyomma dissimile, confirmadas con secuencias
depositadas en el GenBank. Ademas, se realizd la deteccion de Rickettsia en las
garrapatas recolectadas mediante el analisis molecular de los genes gItA, OmpA vy
scal. Se detectd la presencia de la especie Candidatus Rickettsia colombianensis en
las garrapatas que parasitan a las aves del bosque seco tropical en el departamento de

Magdalena, Colombia.

Palabras clave: Zoonosis, garrapata, Rickettsia, parasito, aves.
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ABSTRACT

Las aves son hospederos importantes en el ciclo de vida de especies de garrapatas, las cuales son
transmisoras de especies de rickettsias en animales y humanos. Debido a la alta diversidad de especies
de aves en el bosque seco tropical, este trabajo describe el hallazgo de la identificacion de las garrapatas
y especies de Rickettsia en las garrapatas asociadas a las aves en un relicto de bosque seco tropical en
el departamento de Magdalena, Colombia. Realizando pruebas entre los meses de febrero y septiembre
del 2021 se capturd un total de 367 aves, distribuidas en 41 especies. De las aves capturadas, 60 fueron
recolectadas con garrapatas (524 larvas y 9 ninfas), siendo las especies de aves Troglodytes aedon y
Campylorhynchus griseus las que presentaron mayor abundancia. Las garrapatas fueron identificadas
taxondmicamente con la ayuda de claves y descripciones morfologicas, y confirmadas molecularmente
mediante la amplificacion del gen 16S y COIl. Todas las garrapatas fueron identificadas como Amblyomma
dissimile, confirmadas con secuencias depositadas en el GenBank. Ademas, se realiz6 la detecciéon de
Rickettsia en las garrapatas recolectadas mediante el analisis molecular de los genes gItA, OmpA y scal.
Se detectd la presencia de la especie Candidatus Rickettsia colombianensis en las garrapatas que
parasitan las aves del bosque seco tropical en el departamento de Magdalena, Colombia.

Keywords: Zoonoses, tick, Rickettsia, parasite, birds.
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1. INTRODUCCION

La zoonosis, es conocida como aquellas enfermedades que se transmiten de los
animales al hombre, representan una seria amenaza para la salud y el bienestar de las
personas (Dabanch, 2003). Constantemente surgen nuevas enfermedades zoonoticas a
medida que la actividad humana se expande a nuevos territorios que contienen focos
naturales de infeccion. Algunos de los principales agentes infecciosos involucrados

incluyen bacterias, virus y hongos entre otros (Szyfres, 2003).

Los agentes infecciosos involucrados en las zoonosis pueden ser transmitidos por
distintos mecanismos como: el contacto directo, ingestién, inhalacion, por vectores
intermediarios o mordeduras (Dabanch, 2003). Las garrapatas son ectoparasitos
hematofagos obligados y algunas especies pueden actuar como vectores de
microorganismos patdégenos como protozoarios, bacterias y virus (Guglielmone et al.,
2004, 2003; Horak et al., 2002). Estas son cosmopolitas principalmente de climas calidos
(Guglielmone et al., 2004) y son reconocidas como el segundo vector de enfermedades

en el mundo, después de los mosquitos (Jongejan y Uilenberg, 2004).

De las enfermedades transmitidas por garrapatas, las rickettsiosis son de las mas
importantes por su severidad (Ortiz et al., 2015). Las bacterias del género Rickettsia
pertenecen a la familia Rickettsiaceae y tienen en comun la caracteristica de ser
parasitos intracelulares obligados (Drancourt y Raoult, 1994). Su tamafio oscila entre 0.2-
0.5 pum de diametro por 0.3 - 2.0 um de longitud (Ramirez, 2014). Los miembros de este
género se clasifican actualmente en cuatro grupos segun sus caracteristicas genéticas:
grupo de las fiebres manchadas (GFM) (Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii y Rickettsia
parkeri, entre otras); grupo del tifus (Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi); grupo
transicional (Rickettsia felis, Rickettsia akari y Rickettsia australis); y grupo ancestral
(Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis), este ultimo no tiene un caracter patdgeno

conocido (Mansueto et al., 2012).

El ciclo de vida de las Rickettsias involucra hospederos vertebrados y vectores
invertebrados (Vélez et al., 2012). Las garrapatas pueden adquirir las bacterias a través
de la transmision transovarica (hembra a huevo), lo que permite desarrollar larvas
infectadas, manteniendo y amplificando la infeccién en las poblaciones de garrapatas;

por transmision trans-estadial (de larva a ninfa y de ninfa a adulto); o por adquisicion
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horizontal durante la alimentacion desde un huésped rickettsémico (Ramirez, 2014;
Walker e Ismail, 2008; Raoult et al., 2006).

En Latinoamérica y el Caribe se ha reportado un gran numero de especies de Rickettsia,
lo que podria estar directamente relacionado con procesos de fragmentacion de habitat
por actividades antropogénicas; esto no solo amenaza los distintos ecosistemas, si no
que altera la circulacion de agentes zoonéticos en los mismos aumentando los riesgos de
infeccion en las poblaciones humanas (Ogrzewalska et al., 2011). En Colombia, el primer
brote de rickettsiosis sucedié en 1937, documentado por el Dr. Luis Patifio en
Cundinamarca. Debido a que se trataba de una enfermedad con sintomas inespecificos
fue nombrada como fiebre de Tobia, y presentaba una tasa de letalidad del 95% (Patifo
et al., 1989). Luego, en el 2005, se registraron brotes en la region de Villeta (Vélez et al.,
2012) y Utica (Faccini et al., 2013). Surgiendo como una enfermedad reemergente,
presentd brotes con alta tasa de mortalidad en los municipios de turbo y Necocli
Antioquia (Londofio et al., 2014; Pacheco et al., 2008; Acosta et al., 2006), Caldas
(Hidalgo et al., 2008), Sucre (Hernandez y Mercado, 2014), Cesar (Ortiz et al., 2015) y
Cordoba en el 2007 (Miranda y Mattar, 2014; Hidalgo et al., 2011). Nuevos estudios en
esta zona confirmaron una alta prevalencia de anticuerpos para Rickettsia del GFM en
personas sanas y demuestran que el noreste del pais es una zona endémica de al
menos una especie de Rickettsia (Londofo et al., 2014). Sin embargo, la rickettsiosis en
Colombia no es considerada una enfermedad de declaraciéon obligatoria (Ortiz et al.,
2015) y no se diagnostica oportunamente, no solo por la especificidad que la asocia con
otras enfermedades como dengue, leptospirosis y malaria, sino también por la
imposibilidad de acceso a los laboratorios de diagndstico locales y por la falta de

vigilancia epidemiolégica (Hidalgo et al., 2008).

Las aves son hospederos importantes en el ciclo de vida de algunas especies de
garrapata, principalmente para los estadios inmaduros (larva y ninfa). Algunas de estas
especies son vectores de patdgenos para animales y humanos (Vivas et al., 2019; Luz et
al., 2017; Ramos et al., 2015; Flores et al., 2014; Parola et al., 2013; Ogrzewalska et al.,
2009a; Sonenshine et al., 2002). El rol de las aves en la dispersion de enfermedades ha
sido documentado ya que tienen la capacidad de transportar garrapatas que son tipicas
de ciertas zonas a otras regiones lejanas durante las migraciones (Scott y Durden,

2015a; 2015b) y junto con ellas a los patégenos que estas transmiten, abriendo la
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posibilidad a un flujo constante de garrapatas y patégenos (Budachetri et al., 2017; Luz et
al., 2017; Ramos et al., 2015; Cohen et al., 2015 ; Mukherjee et al., 2014; Parola et al.,
2013; Scott et al., 2001).

Colombia es el pais con mayor niumero de especies de aves en el mundo, las cuales han
sido estudiadas debido a su asociacion con enfermedades virales como la influenza aviar
y estudios realizados por Martinez-Sanchez et al. (2021); Cardona-romero et al. (2020);
Londoio et al. (2014) sugieren que existe un papel importante de las aves en mantener

la circulacion y facilitar la dispersion de Rickettsias.

En general para Colombia existen pocos estudios eco-epidemiolégicos de enfermedades
transmitidas por garrapatas, los existentes han sido focalizados en areas donde han
ocurrido brotes inusitados, dejando un vacio en areas con silencio epidemiolégico. Por lo
tanto, es latente la necesidad de profundizar en el conocimiento de las especies de
Rickettsia y conocer sus vectores y hospedadores, lo que ayudaria a fundamentar
politicas en areas relacionadas a salud publica y animal en el departamento del
Magdalena. En la Universidad del Magdalena se ha reportado previamente la diversidad
de fauna avicola silvestre, registrando un total de 186 especies de aves, con 38 especies
residentes, 77 transitorias avistadas ocasionalmente y 72 migratorias (Strewe et al.,
2009). Sin embargo, no existe ningun estudio para la region del Magdalena, relacionado
con las especies de garrapata y los patégenos asociados a las aves silvestres, por lo cual
este estudio tiene como objetivo identificar la presencia de Rickettsia en las garrapatas
que parasitan a la poblacion de aves del Bosque seco tropical de la Universidad Del

Magdalena.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 TRABAJO DE CAMPO

2.1.1 AREA DE ESTUDIO
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El estudio se realizd en un fragmento de bosque seco tropical con un area de 50 x 200 m
en la Universidad del Magdalena (11°13’18,31"N, 74°11°08,80" W,) el cual se caracteriza
por presentar clima semi-arido con marcado déficit hidrico en la época seca, el régimen
de precipitacion es bimodal tetraestacional con dos periodos de concentracion de
lluvias, uno de mayo a junio y otro de septiembre a noviembre con su mayor
intensidad en octubre; y dos periodos secos siendo el mas intenso el que va de
diciembre hasta abril y uno menos intenso de julio hasta agosto. La precipitacion media
mensual es de 578 mm. La temperatura promedio anual es de 27°C; la temperatura
media maxima anual es 32,6°C y la media minima es 23,32C (Rangel-Ch, 2012; Rangel y
Garzoén, 1995).
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Figura 1. Ubicacion de la parcela permanente de bosque seco tropical en la Universidad
del Magdalena, Santa Marta. Tomado y modificado de (Noriega et al., 2016).
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2.1.2 RECOLECTA DE ESPECIMENES

La captura de aves se realiz6 utilizando redes de niebla (12 x 2.5, 38mm). Se instalaron 5
redes de niebla en el interior y borde del bosque, las cuales se abrieron de 6:00am a
12:00pm, con monitoreos cada 15 minutos durante tres dias a la semana por dias

semanas, durante los meses de enero a abril y agosto y septiembre del 2021.

Cada ejemplar capturado se examiné cuerpo completo para la busqueda de garrapatas,
las cuales se recolectaron utilizando pinzas entomolégicas de punta delgada y
tomandolas de la parte distal del capitulo para evitar el desprendimiento del hipostoma
(6érgano bucal que perfora la piel) (Flores et al., 2014) y se depositaron en viales

Eppendorf de 1,5 ml con alcohol al 99% debidamente rotulado.

Todas las aves capturadas se identificaron con la ayuda de la guia de campo de
Quifiones (2019), fueron anilladas para determinar recapturas y finalmente fueron

liberadas.

2.2 TRABAJO DE LABORATORIO

2.2.1 IDENTIFICACION DE ESPECIMENES

Las garrapatas fueron revisadas con la ayuda de un estereoscopio zeiss stemi 305 y un
microscopio industrial motorizado Leica M205A y se identificaron hasta el nivel mas
especifico posible siguiendo claves y descripciones taxondmicas especificas (Martins et
al., 2010; Hooker et al., 1912). Para la confirmacion de las especies se utilizaron técnicas
moleculares para la amplificacion de los genes COI (Folmer et al., 1994) y 16SrRNA
(Mangold et al., 1998).

2.2.2 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN de las garrapatas se realizé a partir del individuo completo, de
forma individual o en grupos de ninfas o larvas por especie y por hospedador,

dependiendo del numero de garrapatas que se encontrd de cada estadio. La extraccion
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se realizo utilizando el kit MasterPure™ Complete de Lucigen, la calidad del ADN se
confirmd por medio de electroforesis en gel de agarosa y con tincién con GelRed
(Biotium).

2.2.3Amplificacion de COI, 16sRNA, GLTA, SCAly
OMPA.

Las especies de Rickettsia se identificaron mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) en un termociclador Eppendorf Mastercycler® Pro thermal cycler, dirigida a
la amplificacion los genes GItA, Scal y ompA (Santodomingo et al., 2018; Labruna et al
2004a) (tabla 1). Estos se prepararon en un volumen de 25 pl que contenia tres pl de
extraccion de ADN, 0,5 pl Tag Polymerasa (BIOLASE™, Bioline), 1 pl MgCI (50 mM), 2,5
pl Buffer PCR (10X), 1 pl de dNTPs (10 mM), 1 pl de cada primer (10 uM) y 15,5 de H20.

Todas las reacciones de PCR incluian controles positivos y negativos.

Tabla 1. Condiciones y primers utilizados para la identificacién molecular de
garrapatas y Rickettsia.

Tamafio del Temperatura
Grupo Gen . . . . de .
L - amplicon  Primer Secuencia del primer (5’-3’) - Referencia
biologico amplificado anidamiento
(pb) 0
(°C)
LCO1490
COl 710 GGT CAA CAA ATC ATA AAGATATTIGG 45 (Folmer et al., 1994)
Garrapata HC02198 TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA
16SrRNA 460 165+1 CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT 48 (Mangold et al., 1998)
16s-1 GCTCAATGATITTITAAATTGCTGT
GItA 401 C5-78  GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 54 (Labrunaetal, 2004a)
CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
Rickettsia ~ ompA 444  OMPAF CACYACCTCAACCGCAGC 52 (Phan et al., 2011)
OMPA-R _AAA GTT ATATTTCCT AAA CCY GTATAAKTATCR GC
Scal 488 SCA1-F2 GGTGATGAAGAAGAGTCTC 49 (Anstead and Chilton,
SCA1-R2 CTCTTTAAAATTATGTTCTAC 2013)
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2.2.4 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas con ayuda del programa BioEdit (Hall et al.,
2011), fueron verificadas y comparadas con aquellas depositadas en el GenBank usando
la herramienta BLAST de NCBI (www.ncbi. NIm.nih.gov).

2.2.5 Analisis filogenéticos

Adicionalmente, con el fin de complementar los resultados del Blast, las secuencias
obtenidas en este trabajo, junto con secuencias disponibles en Genbank (tabla 2) fueron
analizadas mediante meétodos filogenéticos utilizando maxima verosimilitud (ML),
construyendo arboles filogenéticos por cada uno de los genes y luego un arbol con todos
los genes concatenados. Se utilizé el programa Mega-X (Kumar et al.,, 2018) para la
alineacion de las secuencias utilizando el algoritmo ClustalW (Larkin et al., 2007), todas
las secuencias de genes codificantes (COI, gItA, ompA y Scal) fueron alineadas por
codones y se corrigiéo el marco de lectura con ayuda del programa AliView (Larsson,
2014) para eliminar los codones de parada y posteriormente ser limpiadas en TranslatorX
(Abascal et al., 2010). Las secuencias de los genes genes no codificantes (16SrRNA)
fueron alineadas por nucleétidos y posteriormente limpiadas con Gblocks 0.91b
(Castresana, 2002), para la concatenacion de los genes se utilizé el programa Geneious
(Kearse et al., 2012) y se construyé un archivo particionado con los modelos obtenidos
por gen. Para la seleccion de los mejores modelos de sustitucion y para el analisis
filogenético se utilizé IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016). Por ultimo, se utilizé FigTree
V1.4.4 (Rambaut, 2009) para el analisis y edicion de los arboles filogenéticos generados.
Los analisis de ML se realizaron utilizando el algoritmo de escalada rapida y 10.000
pseudorreplicados bootstrap (BP). Se consideré que los valores de bootstrap> 70%

indicaban un alto apoyo estadistico (Hillis y Bull, 1993).
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Tabla 2. Numeros de accesion de las especies de Rickettsia y garrapatas descargadas
de GenBank que se incluyeron en los analisis filogenéticos.

Especie

Genes

amplificados

Numero de accesion GenBank

Rickettsia sp.
Rickettsia sp.

Candidatus R. colombianensi
Rickettsia sp. cepa Colombianensi
Rickettsia sp. clone Necocli 181

Rickettsia sp. clon Turbo 31

Rickettsia sp. clon Necocli 190

Rickettsia monacensis
Rickettsia tamurae
Rickettsi felis

Rickettsia rhipicephali
Rickettsia massiliae
Rickettsia aeschlimannii
Rickettsia africae
Rickettsia conorii
Rickettsia honei

Rickettsia mongolotimonae

Rickettsia parkeri
Rickettsia sibirica
Rickettsia rickettsii
Rickettsia slovaca
Rickettsia bellii
Rickettsia akari
Rickettsia australis
Rickettsia typhi

Amblyomma dissimile
Amblyomma mixtum
Amblyomma patinoi
Amblyomma escultum
Amblyomma cajennense
Amblyomma scutatum
Amblyomma rotundatum
Rhipicephalus sanguineus
Dermacentor nitens

gltA/ompA
gltA/ompA
gltA/ompA
gltA/ompA

gltA

gltA

gltA
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/ompA/Scal
gltA/Scal
gltA/Scal
gltA/Scal
gltA/Scal

COl/16S
Col/16sS
16S

Col/16S
Ccol/16S
Col

Col/16S
Col/16S
COl/16S

MH936452/MH939138
MH936461/MH939139
MH196484/MH196501
JF905456/KF691749

JX519577

JX519576

JX519583
DQ100163/LN794217/LN794217
AF394896.1/DQ103259.1/JFKF01000062
CP0O00053
DQ865206/KX099901/DQ306915
HM050293/DQ494551/MF002499.1
AY259084/AY259083/MF002554
U59733/MH781755/CP001612
U59728/AY346453/DQ306906
AF018074/AF018075/AY355351
DQO97081/DQO97082
KJ158742/KJ158741/AY355354
MT521745/MW013078/MT521748
CP006009/KX544816/CP006009
U59725/MT511330/MF002533
JQ519684/AY970507
CP000847/AY355359
U59718/DQ306903
U59714/DQ306919

MF353128/MF363072
MZ020603/MF353125
KP036467

NC_032369
MH513214/MH513256
LR745649
KU720275/MK511993
NC_002074/NC_002075
NC_023349
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3. RESULTADOS

Un total de 367 aves fueron capturadas, distribuidas en 41 especies, 35 géneros, 17

familias y 7 érdenes, de las cuales 60 (16.35%) se encontraron infestadas por garrapatas

(524 larvas y 9 ninfas). El detalle de las aves capturadas y la abundancia media de

garrapatas observada para cada familia se presenta en la tabla 3.

Tabla 3. Orden, familia, especie y cantidad de aves capturadas e infestadas por

Amblyomma dissimile.

Aves Garrapatas
Orden Familia Especie No. Individuos infestados /No. Individuos Larvas Ninfas AM por familia
caturados (%) Larva Ninfa
Passerellidae Arremonops conirostris 0/2(0)
Troglodytidae Campylorhynchus griseus 6/6 (100) 223 22,7 0,33
Troglodytes aedon 5/9 (55) 118 5
Contopus virens 0/8 (0)
Megarynchus pitangua 0/1(0)
Tyrannidae Pitangus sulphuratus 2/10 (20) 6 01
Myiarchus Tyrannulus 0/4 (0)
Myiodynastes maculatus 0/2(0)
Tyrannus melancholicus 0/11(0)
Geothlypis philadelphia 0/1(0)
parulidae Parkesia noveboracensis* 10/15 (66) 51 1,18
Protonotaria citrea 0/4(0)
Setophaga petechia 0/23(0)
Passeriformes Cardinalidae Pheucticus ludovicianus 0/2(0)
Piranga rubra 0/2(0)
Furnariidae Dendroplex picus 1/1(100) 2 2,3
Furnarius leucopus 4/8 (50) 19
Icterus nigrogularis 1/40 (2) 1
Icteridae Quiscalus lugubris 5/22(22) 10 0,17
Quiscalus Mexicanus 0/2(0)
Saltator coerulescens 8/49 (16) 18
Thraupidae Volatinia jacarina 0/10 (0) 0,27
Thraupis episcopus 0/7(0)
Turdidae Catharus minimus* 1/4(25) 3 13
Turdus leucomelas 1/2 (50) 5
Mimidae Mimus gilvus 0/1(0)
Vireonidae Cyclarhis gujanensis 3/7 (42) 3 0,4
Leptotila verreauxi 3/17(17) 9
Columbiformes Columbidae Columbina passerina 0/4(0) 0,44
Columbina squammata 1/8(12) 10
Columbina talpacoti 0/14(0)
Coccyzos americanus* 1/2 (50) 2
Cuculiformes Cuculidae Crotophaga ani 2/8(25) 1 1 0,27 0,09
Crotophaga major 0/1(0)
Piciformes Picidae Melanerpes rubrir.“apil/us 2/22(9) 2 08
Colaptes punctigula 0/1(0)
Psittaciformes Psittacidae Eupsittula pertinax 0/2(0)
Strigiformes Strigidae Glaucidium brasilianum 1/2(50) 18 0,9
Galbuliformes Bucconidae Hypnelus ruficollis 3/3(100) 23 3 7,6 1
* ave migratoria, AM= abundancia media 524 9
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Se realizaron extracciones de 7 ninfas y 235 larvas (que se procesaron de forma
individual o en agrupaciones por especie de garrapata y por hospedador). En total se
obtuvieron 67 muestras de ADN (7 ninfas y 60 pools de larvas), a los cuales se les realizé
una PCR convencional para la amplificacién de los genes de garrapata (COIl, 16SrRNA) y
Rickettsia (GItA, Scaly ompA) (tabla 1).

Todas las garrapatas fueron identificadas taxondmicamente como Amblyomma dissimile
(Fig. 2 y Fig. 3) y confirmadas molecularmente con las secuencias presentes en
GenBank de COIl y 16SrRNA, obteniendo un porcentaje de identidad del 99.61%, 99.81%
(MF095086.1) y 100% (MF095084.1) para COIl y 99.47%, 100% (MF026013.1) y 100%
(KY389392.1) para 16SrRNA.

Figura 2. Ninfa de Amblyomma dissimile (a) vista dorsal (b) vista ventral.
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0,2 mm

Figura 3. Larva de Amblyomma dissimile (a) vista dorsal (b) vista ventral.

Lo anterior fue confirmado mediante analisis filogenéticos por maxima verosimilitud y
pseudorreplicados bootstrap, en donde se obtuvo TN+F+l como el mejor modelo
de sustitucion de nucleoétidos para las posiciones del codon 1,2 y el HKY+F+G4
para la posicion 3 del gen COl 'y TPM3+F+G4 para las posiciones 1, 2 y 3 del gen
16SrRNA. Agrupando nuestras secuencias de A. dissimile (DL19, DL54 y DL89) y
formando un clado con secuencias de Amblyomma scutatum y Amblyomma
rotundatum obtenidas de la base de datos GenBank, siendo estas las especies

mas estrechamente cercanas, con soporte de Bootstrap de 100% (Fig. 4).
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Amblyomma dissimile
82
DL19
70
DL54
74
DL 89

Amblyomma scutatum

Amblyomma rotundatum

Amblyomma sabanerae
100
\— Amblyomma humerale

Amblyomma interandinum

Amblyomma mixtum

Amblyomma tonellidae
1 \— Amblyomma sculptum

73

Amblyomma cajennense
Amblyomma patinoi

Dermacentor nitens

Rhipicephalus sanguineus

Figura 4. Reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud de las secuencias
concatenadas COIl y 16SrRNA de Amblyomma obtenidas en este estudio y otras de
GenBank. Los nimeros de nodos corresponden a los valores de Bootstrap.

De las 60 aves infestadas con garrapatas, 40 presentaban garrapatas con ADN positivo
para Rickettsia, lo que representa una prevalencia del 66%. 16 especies de aves fueron
residentes y dos especies migratorias (tabla 4), en donde los géneros que presentaron
mayor numero de garrapatas con infeccidon por rickettsia fueron Parkesia, Saltator,
Campylorhynchus y Troglodytes. De 60 pools de larvas y 7 ninfas, el ADN de rickettsia
fue detectado en 47/60 (78%) pools de larvas 'y 7/7 (100%) ninfas (Fig. 5).
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Figura 5. Electroforesis de PCR positiva para Rickettsia. Marcador de peso molecular
(M), control positivo (+) y control negativo (-).

Se detectd Candidatus Rickettsia colombianensis en A. dissimile con las secuencias de
los genes GItA, Scal y ompA, mostraron una identidad del 100% con secuencias de
Candidatus Rickettsia colombianensis (MG563768.1; MN058024.1 y MG020421.1) vy
Rickettsia sp (MH936461.1; MG020421.1) (tabla 4) evidenciado mediante la herramienta

Blast en GenBank.

El mejor modelo de sustitucién para la construccion de la filogenia en las posiciones del
codon 1, 2 y 3 del gen gltA fue K3PU+F+l, para ompA fue TPM3+F+l y Scal
TPM3+F+G4, obteniendo las filogenias para GItA (Fig. 6), ompA (Fig. 7), Scal (Fig. 8) y
concatenado (Fig. 9), lo cual nos ayudo a confirmar que el 100% de las secuencias de
rickettsia obtenidas en este estudio corresponden a Candidatus Rickettsia
colombianensis, esto mediante la agrupacién de nuestras secuencias con secuencias de
Candidatus Rickettsia colombianensis, disponibles en la base de datos GenBank (Tabla.
2).
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Rickettsia sp strain colombianensis 2
DL102L

Rickettsia sp strain Necocli 190
DL33RC

Rickettsia sp strain colombianensis 1
DL147RC
DL241

Rickettsia bellii
[T}

Figura 6. Reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud para el gen GItA de
Rickettsia. El arbol filogenético fue generado con el modelo K3PU+F+I|, los nimeros de
nodos corresponden a los valores de Bootstrap.

ia monacensis

Rickettsia tamurae 1
100 Rickettsia tamurae 2

]

DL54L
DL88
DL1?
ia sp strain colombi is 1
DL 102L
DL246
DL34N
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100 Rickettsia slovaca

Rickettsia honei
Rickettsia conorii

Figura 7. Reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud del gen ompA de El arbol
filogenético fue generado con el modelo TPM3+F+I, los numeros de nodos corresponden
a los valores de Bootstrap
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Figura 7. Reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud del gen scal para
arbol filogenético fue generado con el modelo TPM3+F+G4, los numeros de nodos

corresponden a los valores de Bootstrap.
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Rickettsia typhi
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Figura 8. Reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud para los genes de Glta,
ompA y Scal de Rickettsia obtenidos en este estudio y otros de Genbank. El arbol
filogenético fue generado mediante un archivo de particion utilizando los modelos por
gen, los numeros de nodos corresponden a los valores de Bootstrap.
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Tabla 4. Especies de aves con garrapatas infestadas por rickettsia.

(#de
Sp de ave hospedera garrapatas/esta No, Infestado por Identidad cercana en Genbank (% Gen niimero de acceso)

dio) rickettsia/No. Testeado (%)
Hypnelus ruficollis (23/L;3/N) 3/3(100) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 100%
Campylorhynchus griseus (223/1) 4/6(66) Candidatus r. colombianensis (MF428453.1) 100%y Rickettsia sp (MG020421.1) 99.82%
Troglodytes aedon (118/L;5/N) 5/5(100) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 100% y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%
Leptotila verreauxi (9/1) 3/3(100) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 99.55y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%
Saltator coerulescens (18/L) 4/8(50) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 100% y Rickettsia sp (MG020421.1) 99.83%
Cyclarhis gujanensis (3/1) 2/3(66) Candidatus r. colombianensis (MG563768.1) 100%y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%
Melanerpes rubricapillus (2/1) 1/2(50) Rickettsia sp (MG020420.1) 100%
Icterus nigrogularis (1/1) 0/1(0)
Furnarius leucopus (19/1) 3/4 (74) Rickettsia sp (MH936461.1) 100%
Columbina squammata (10/L) 0/1(0)
Crotophaga ani (/L 1/N) 1/2(50) Mala calidad del ADN
Dendroplex picus (2/1) 1/1(100) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 99.73% y Rickettsia sp (MG020421.1) 99.65%
Turdus leucomelas (5/1) 0/1(0)
Pitangus sulphuratus (6/L) 0/2(0)
Catharus minimus* (3/L) 1/1(100) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 100% y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%
Coccyzos americanus (2/1) 0/1(0)
Glaucidium brasilianum (18/L) 1/1(100) Rickettsia sp (MH936461.1) 100%
Quiscalus lugubris (10/L) 2/5(40) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 99.45y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%
Parkesia noveborasensis* (51/1) 9/10(90) Candidatus r. colombianensis (MN058024.1) 100% y Rickettsia sp (MG020421.1) 100%

Total: 40/60(66%)

L=Larva, N=Ninfa, * Ave migratoria
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4. DISCUSION

Este estudio reporta el parasitismo de Amblyomma dissimile en aves silvestres en un
fragmento de bosque seco tropical en el departamento del Magdalena, asi como también, la
infeccién de Candidatus Rickettsia colombianensis en garrapatas. Amblyomma dissimile habia
sido reportada parasitando aves silvestres, incluyendo otras especies de garrapatas como
Amblyomma longirostre, Amblyomma ovale, Amblyomma varium, Amblyomma nodosum,
Amblyomma calcaratum, Amblyomma mixtum, Haemaphysalis leporispalustris, e Ixodes sp en
los departamentos de Caldas y Arauca (Martinez-Sanchez et al., 2021; Cardona-Romero et al.,
2020).

Amblyomma dissimile es una garrapata con un amplio niumero de hospederos (Nava et al.,
2017). En Colombia se ha encontrado parasitando desde mamiferos como Hydrochoerus
hydrochaeris y Proechimys semispinosus, anfibios como Rhinella humboldti y Rhinella
horribilis, réptiles como Iguana iguana y animales domésticos como caninos, bovinos, equinos,
ademas de humanos y vegetacion (Miranda et al. 2012; Miranda y Mattar, 2014; Quintero et al.,
2013; 2017; Rivera-Paez et al., 2018; Sanchez et al., 2016; Londofio et al., 2014; Cotes-
Perdomo et al., 2018; Santodomingo et al., 2018; 2019).

Al igual que en nuestro, estudio Cotes-Perdomo et al. (2020; 2018) y Satodomingo et al.
(2018), reportaron A. dissimile como la unica especie de garrapata presente en el bosque seco
tropical en los departamentos del Cesar, La Guajira y Magdalena Colombia. Sin embargo, los
estadios de garrapatas encontrados fueron adultos y ninfas, a diferencia de nuestro estudio
donde en su gran mayoria fueron larvas y pocas ninfas, lo que podria estar relacionado con los
habitos de las aves hospederas. Las especies de aves reportadas con mayor numero de
garrapatas (Campylorhynchus griseus, Furnarius leucopus, Parkesia noveboracensis y
Troglodytes aedon) suelen deambular en la hojarasca y/o vegetacion baja (Quifones, 2019),
donde se encuentran las larvas y algunas ninfas, que tras la muda se hidratan en la capa

vegetal, a pocos milimetros del suelo (Estrada-Pefa, 2015).
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Los analisis filogenéticos agruparon nuestras secuencias de COl y 16SrRNA de A. dissimile
junto con las especies Amblyomma scutatum y Amblyomma rotundatum, lo que concuerda con
las filogenias del género Amblyomma (Santodomingo et a., 2021; Nava et al., 2017; Quintero et
al., 2017). Amblyomma rotundatum, A. dissimile y A. scutatum son garrapatas que presentan
una estrecha relacion en aspectos morfolégicos, genéticos he igualdad de hospederos que
parasitan (Nava et al.,, 2017; Lampo et al., 1997). Estas especies de garrapata tienen una
amplia distribucién en el Neartico y Neotrépico, especialmente A. dissimile, mientras que A.
scutatum tiene una distribucion limitada a América Central, con distribuciéon potencial en
América del Sur (Guglielmone y Nava, 2010; Dantas-Torres et al., 2009; Nava et al., 2007).
Estas especies han sido estudiadas por varios autores debido a su estrecha relacién, lo que
suele dificultar sus identificaciones mediante claves taxondmicas, por lo que se suelen utilizar

técnicas moleculares para corroborar las especies.

Candidatus Rickettsia colombianensis forman un clado con las especies Rickettsia monacensis
y Rickettsia tamurai, especies estrechamente cercanas, coincidiendo con estudios publicados
por Cotes-Perdomo et al. (2018) y Miranda et al. (2012), obteniendo como resultado la
confirmaciéon de Candidatus rickettsia colombianensis mediante andlisis filogenéticos con igual
agrupacion de clado (Fig. 9), lo cual confirma nuestros resultados, con niveles de Bootstrap
bien soportados. Asi mismo, la topologia de los arboles construidos por gen coincidié con la
topologia del arbol concatenado. Al momento de concatenar los genes GItA, ompA y Scal (Fig.
9), se tiene una informacion genética mas completa de las especies, lo cual nos permite
construir un arbol filogenético mas completo, mejor soportado y manteniendo las relaciones
entre las ramas con estudios ya publicados (Cotes-Perdomo et al., 2018; Santodomingo et al.,
2018; Miranda et al., 2012; 2014; 2020).

Candidatus Rickettsia sp. cepa colombianensis fue reportada en garrapatas de la especie A.
dissimile recolectada en iguanas en el departamento de Cérdoba, Colombia y fue agrupada
como una nueva especie de Rickettsia del GFM (Miranda et al.,, 2012). Sin embargo, su
patogenicidad aun es indeterminada (Nava et al., 2017). Aunque son varios los estudios que
reportan a Candidatus Rickettsia colombianensis en garrapatas del género Amblyomma, esta

suele ser encontrada principalmente en A. dissimile. Asi mismo, es importante resaltar que no
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solamente se ha encontrado Candidatus rickettsia colombianensis en la especie de garrapata
Amblyomma dissimile. También se ha detectado en esta R. monacensis (KU586332.1), R.
tamurae (KT753265.1), R. belli (NR_074484.2) (Bermudez et al., 2021; Ogrzewalska et
al.,2019; Cotes-Perdomo et al., 2018).

En Colombia solo se cuenta con dos estudios donde reportan la infestacion por Rickettsia en
garrapatas recolectadas de aves silvestres, uno de estos es el de Martinez-Sanchez et al.
(2021) quien reporta el parasitismo de Candidatus rickettsia colombianensis en A. dissimile
recolectada en la especie de ave migratoria boreal Oporornis agilis en el departamento de
Caldas, obteniendo una prevalencia general del 11%, inferior a lo obtenido en nuestro estudio.
Sin embargo, este autor reporta otras especies de Rickettsia, como lo son Rickettsia
amblyommatis en Amblyomma longirostre, Amblyomma varium e Ixodes sp. Cardona-romero
et al. (2020) reporta Rickettsia parkeri y Rickettsia africae en Amblyomma nodosum,
Amblyomma longirostre, y Amblyomma mixtum en Arauca, en el cual, al igual que en nuestro
estudio las especies de aves T. aedon y C. griseus fueron las que mostraron una mayor

infestacion por garrapatas.

Al momento de comparar la abundancia media en las familias de las especies de aves que
presentaron garrapatas, encontramos que en este estudio fue mayor a la obtenida en los
estudios realizados por Cardona-Romero et al. (2020) y Martinez-Sanchez et al. (2020) en
Colombia (Tabla 3). Creemos que esto se debe a las caracteristicas que presentan las areas
de estudio de los trabajos antes mencionados, como lo son precipitacion abundante durante
todo el afo y el otro fue realizado en sabanas inundables. Si bien, las garrapatas son
cosmopolitas, la mayoria se encuentran principalmente en climas calidos (Guglielmone et al.,
2004; Labruna., 2009). Cabe mencionar que la mayor interaccion observada entre garrapatas y
rickttesia en los estudios antes mencionados puede deberse a que estos fueron realizados en
areas de estudio mas amplias, que incluian de 8 a 11 localidades, incluyendo elevaciones de
178 a 3845 m. Mientras que nuestro estudio se realizé en un relicto de bosque seco, rodeado

por una matriz urbana.
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Como evidencia del papel que juegan las aves como dispersores de garrapatas, en Toronto, Canada,
se reporta el hallazgo de Amblyomma dissimile en Catharus fuscescens, una especie migratoria boreal
que se encuentra en Colombia entre septiembre y noviembre, la cual probablemente habria
transportado la garrapata durante su vuelo migratorio (Quifiones et al., 2019; Scott et al., 2015). La
especie Catharus minimus una de las especies migratorias reportadas en nuestro estudio pertenece al
mismo género, la cual fue encontrada con Amblyomma dissimile positiva para la infeccion con

Candidatus rickettsia colombianensi.
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5. CONCUSION

Este estudio reporta por primera vez para el departamento del Magdalena (Colombia), la
presencia de Candicatus Rickettsia colombianensis en Ambyomma dissimile recolectadas
de aves silvestres de un relicto de bosque seco tropical. Estas aves mostraron una alta
abundancia media de parasitismo por garrapatas en comparacién con otros estudios. No
obstante, hay que tener en cuenta que se requiere extender estudios que incluyan
muestras de sangre para determinar infeccion de Rickettsia en las aves y asi ampliar el
conocimiento entre la asociacidon aves, garrapatas y Rickettsia. Como recomendacion se
hace necesario ampliar el estudio a lugares con bosques mas conservados, para asi
conocer qué otras especies de garrapatas parasitan a las aves de este ecosistema y asi

mismo, ver que otras posibles especies de Rickettsia se encuentran presentes.
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