LAS GARRAPATAS SILVESTRES COMO POTENCIALES RESERVORIOS
DE Leishmania sp. EN LA PROVINCIA DE TAHUAMANU, REGION
MADRE DE DIOS, 2012

Introduccién

Se ha reportado la ocurrencia de insectos vectores (Lutzomyia sp.) con bajas
tasas de infeccién por Leishmania sp. asi como transmision autdctona en
perros en ausencia del vector natural en perros. Estos datos, no esperados,
sugieren la hipotesis de que habria otros artrépodos en la ruta de transmision
de la Leishmania sp. Es asi que se ha encontrado una tasa del 50% de
infeccion por Leishmania sp. en garrapatas de perros con leishmaniosis
visceral canina con parasitos viables (en base al RNA del hemoparparasito),
guedando por dilucidar si estas garrapatas pueden actuar como vectores para
leishmaniosis visceral canina a pesar de tener tasas de infeccion mas altas
gue las previamente descritas para Lutzomyia longipalpis (1). Se ha sugerido
que en la garrapata oscura del perro Rhipicephalus sanguineus ocurre
transmision transovarica de Leishmamnia infantum habiéndose reportado
DNA del cinetoplasto de Leishmania infantum en hembras gravidas, sus
huevos y larvas emergentes, estando pendiente la identificacion de
promastigotes del hemoparasito en larvas (2). En tal sentido, la hipétesis de
Rhipicephalus sanguineus como un vector de Leishmania infantum ha sido
un tema de debate en reuniones cientificas, mas aun ante la rapida extension
de la leishmaniosis canina en areas previamente libres de la enfermedad y la
potencial evidencia de modos no tradicionales de transmision (3). Los perros
constituyen un factor de riesgo importante al poder presentar coinfeccién por
Rickettsia sp. y Leishmania sp., patégenos asociados a garrapatas en
ambientes urbanos donde la serologia y la PCR usadas en paralelo
permitieron identificar infeccion por Leishmania infantum en perros jovenes

(4). Ademas, se ha reportado DNA del cinetoplasto de Leishmania infantum



en glandulas salivales de Riphicepalus sanguineus tanto en Italia como en
Brasil por lo que se hace necesario evaluar la competencia de las garrapatas
como vectores de Leishmania de perro a perro (5). Aun cuando muchos
patogenos transmistidos por vectores infectando gatos y perros en ltalia
pueden también ser una amenaza para la salud humana por cumplir un rol
clave en el ciclo zoonoético de transmision de algunos patégenos como
Bartonella henselae y Leishmania infantum (6). De otro lado, en Sudamérica
la leishmaniosis canina estad bien extendida habiéndose identificado
Leishmania infantum y Leishmania braziliensis, y como vector comprobado a
Lutzomyia longipalpis, habiéndose diseminado la infeccibn de ambientes
rurales a ambientes silvestres (7) lo que sugiere la potencial participacion de

otros artropodos en la transmision del hemoparasito.



¢ Metodologia

Puntos de muestreo programados y
georreferenciados en Madre de Dios
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Busqueda activa de animales silvestres
(cazados) que presenten infestacion por
garrapatas y lesiones sugestivas de
leishmaniosis
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constituir Colecta de garrapatas para su
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transmision
de l
Leishmania . —
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Centro Nacional de Salud Publica para su
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estudios parasitologicos por cultivo y al
NAMRU 06 para pruebas moleculares de
DNA cinetopléastico de Leishmania sp.

Cultivo de muestras en solucién salina
a) Preparaciéon de solucion salina

a.l) Estreptomicina de 5gr se disolvié en 10ml de agua destilada estéril, y se
congelo(-20),para preparar de esta solucion tomamos 0.2ml para 100ml de solucion
salina fisiolégica estéril esta se mantuvo en refrigeracion hasta el muestreo

a.2) La penicilina de 1'000, 000, se disolvié en 5ml de agua destilada estéril, y se
congelo; de esta solucion tomamos 0.5ml para 100ml de solucién salina fisioldgica
estéril y la mantuvimos en refrigeracion.

a.3) Las muestras fueron tomadas con pinzas, se coloco en la soluciéon salina con
antibioticos y se mantuvo en refrigeracion hasta el proceso de cultivo.



b) Preparacion del medio de cultivo
b.1) Soluciodn fisiolégica 0.85%
s N L 0.85¢
-Agua destilada.. ... .100 mL
Diluir y autoclavar.

b.2) Solucién stock de antibidticos

- Sulfato de estreptomicing...........c.cooiiiiiii 05¢9
- Penicilina sOdiCa........o.oiii 05¢g
-Agua destilada. ..., 10 mL

Pesar los reactivos, diluir y filtrar con membrana Millipore N° 0.22 um.
Usar 1 mL de la solucién para 100 mL de solucién salina.
b.3) Medio de cultivo AGAR SANGRE (Walton et al., 1977)

- Agar sangre Difco COAIgo BA5..........ccoooiiiiiiieeeecsee e 49
-Aguadestilada. ... 100 mL

- Solucidn stock de antibioticos.........c.oovviiiiiii 1 mL

- Sangre desfibrinada de CoNEjO.........c.oovviiiiiii 15 mL

La sangre obtenida por puncién cardiaca, fue vertida en un matraz o balén
estéril, el

cual, contuvo perlas de vidrio. Para desfibrinar la sangre, se agita
suavemente con

movimientos rotatorios, durante 10 minutos.Se separo 15 mL en una probeta
esteril.

Preparacion:

- Se diluyo el agar y se autoclo a 121°C por 20 minutos.

-Se dej0 enfriar a temperatura ambiente; cuando alcanzé los 56°C
aproximadamente,

se agrego los 15 mL de sangre desfibrinada y 1 mL de la solucién

stock de antibioticos.

- Se homogenizo y se repartio aproximadamente 1 mL del medio en tubos de
cultivo

de 13 x 100 con tapa de rosca.



- Se coloco los tubos en plano inclinado y se dejo al medio ambiente por 2
horas.

-Se controlo en estufa de 37°C por 24 horas.

-Se conservo los tubos en refrigeracion (4°C) hasta el momento de su uso.

c) Inoculacion del cultivo

c.1)Se tomd una muestra con una pipeta estéril de cada muestra procesada
qgue en total fueron catorce y se coloc6 en los tubos con medio de cultivo
previamente preparados.

c.2) Se mantuvo en la estufa a por 2 semanas observandolos en forma diaria

excepto los sdbados y domingos.

T

Foto 1.-Medios de cultivo



Foto 2,.Incoculacion de las muestras de garrapatas en los medios de cultivo

Protocolo de biologia molecular

a) Purificacion del ADN de las muestras de garrapatas utilizando Gentra Puregene
(QIAGEN)

a.l) Ponga las garrapatas en un tobogéan, y cortar en 4 a 6 piezas.

a.2) Pdéngalos en un tubo de 1,5 ml.

a.3) Afadir el otro 300 uL de solucién de lisis celular en el tubo, afadir 1.5uL, 5 ul o
20 ul de proteinasa K (dependiendo del tamafio de la garrapata), y mezclar
suavemente con el vortex, centrifugar si es necesario.

a.4). Incubar el tubo a 55 ° C durante la noche.

a.5) Anadir 100uL de la soluciéon de proteina precipitacion y agitar vigorosamente
durante 20 afios.

a.6) Centrifugar durante 10 min a 13000 rpm.

a.7) Anadir 300ul de frio iso propanol en un tubo de centrifuga de 1,5 ml limpio y
afiadir el sobrenadante de la etapa anterior mediante el vertido. No se les caiga la
proteina de pellets.

a.8) Mezclar suavemente por inversion 50 veces.

a.9) Centrifugar durante 10 min a 13000rpm, y el lugar en el congelador durante 1
hora.

a.10) Desechar el sobrenadante con cuidado y vaciar el tubo por inversion en un

pedazo de papel en blanco.



a.11) Deje secar al aire durante 5 minutos
a.12) Afadir 60uL de solucion de ADN hidratacion y agitar 5s anuncio velocidad
media.

a.13) Incubar 65 ° C durante 1 hora para disolver el ADN.

b)Primers usados

be1) Primers (SIGMA)

-MP1-L (sentido) 5-TAC TCC TGC CCG ACA CTC TG-3'

-MP3-H (antisentido) 5 'CGG GGT GAATTC TGT ATG C-3'

b+2) DNA conjunto de control

-Leishmania (V.) braziliensis cepa MHOM/BR/84/LTB300

-Humano del ADN a partir de muestras negativas para la leishmaniasis
c)Control de calidad

Para cada reacciéon de PCR, debe haber por lo menos un control positivo para
Leishmania (V) braziliensis (cepa LTB300) o de otra especie de Leishmania del
complejo Viannia; un control negativo que consiste en ADN humano negativo para
Leishmania, y un espacio en blanco (agua destilada, PCR grado) para revelar la
contaminacion cruzada.

Condiciones del termociclaje

En un termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 los programas siguientes:

c.1) Desnaturalizacién inicial: 940C durante 5 minutos

c.2)35 Ciclos incluyendo:

Desnaturalizacion: 940C durante 45 segundos

Primers de recocido: 580C durante 45 segundos

Extension: 720C durante 1 minuto

c.3)Final de extensién: 720C durante 5 minutos

c.4)Refrigeracion: 4 ° C « para

En el bloque de calentamiento de termociclador, poner una placa de muestra de
plastico y los tubos de 0,2 ml.

Cubrir con la tapa calentada y ejecutar la reaccién. Este ensayo tarda
aproximadamente 1:15 horas.

d) Interpretacion



El tamafio del producto esperado es de 70 pb. Un resultado positivo se indica por la
presencia de una banda en esta posicion cuando se compara con el control positivo

y la escalera 50 pb de ADN.

Resultados
Fotos representativas de animales capturados para extraer las garrapatas

Foto 3.-Tapirus terrestris



Foto 4.-Tayassu tajacu

Ficha de registro de muestras

Forma de . Origen de la Inicio del Término del
ugar
colecta muestra muestreo muestreo
Sabaluyoc
(distrito de Las
Manual Piedras, Humano (por o o
y o _ . 02 de junio 03 de junio
(recoleccion provincia impregnacion
_ _ 2012 2012
directa) Tambopata, directa)
region Madre
de Dios
Muestra en: alcohol
Numero de especimenes: 10
Forma de L Origen de la Inicio del Término del
ugar
colecta muestra muestreo muestreo




San Lorenzo

(distrito de
Manual Tahuamanu, Animal (tres o o
y o 09 de junio 10 de junio
(recoleccién provincia sachavacas
_ 2012 2012
directa) Tahuamanu, cazadas)
region Madre
de Dios
Muestra en: alcohol
Numero de especimenes: 136
Forma de Origen de la Inicio del Término del
Lugar
colecta muestra muestreo muestreo
Botijon
(distrito de Las
Manual Piedras, Animal (tres o o
y o - 16 de junio 17 de junio
(recoleccion provincia sajinos
_ 2012 2012
directa) Tambopata, cazados)
region Madre
de Dios
Muestra en: suero fisiol6gico/Numero de especimenes: 93
Muestra en: alcohol/Numero de especimenes: 75
Forma de Origen de la Inicio del Término del
Lugar
colecta muestra muestreo muestreo
Bajo Alegria
(distrito de Las
Manual Piedras, Humano (por o o
. o _ . 23 de junio 24 de junio
(recoleccion provincia impregnacion
_ _ 2012 2012
directa) Tambopata, directa)

region Madre

de Dios

Muestra en: alcohol




Numero de especimenes: 46

Consolidado de muestras:

Medio de Origen animal Origen humano Subtotal

transporte

En suero 93 - 93

fisiologico

En alcohol 136 + 75 10 + 46 267
Total general: 304 56 360

Fotos en escala de garrapatas capturadas




Foto 5.-Garrapatas a escala con la regla

Foto 6.-Garrapatas a mayor escala con la regla

CLASIFICACION TAXONOMICA PRELIMINAR

Tabla 1.-Garrapatas clasificadas taxonémicamente
en Madre de

Dios 2012

#de cantidad

orden de

rotulacién | Procedencia | Huésped garrapatas | Estadio | Especies
1 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
2 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
3 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
4 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
5 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
6 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
7 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
8 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
9 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense




10 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
11 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma naponense
12 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma naponense
13 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyommanaponense
14 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyommanaponense
15 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma naponense
16 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma oblongoguttatum
17 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma oblongoguttatum
18 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma oblongoguttatum
19 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma scalpturatum
20 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma scalpturatum
21 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma scalpturatum
22 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma scalpturatum
23 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma latepunctatum
24 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma latepunctatum
25 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Amblyomma latepunctatum
26 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
27 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
28 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
29 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma ovale
32 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
33 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
35 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
36 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
37 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
38 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
39 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma scalpturatum
40 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra | Amblyomma scalpturatum
41 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
42 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
43 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum

Rhipicephalus (Boophilus)
44 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
45 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
46 Botijon Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
47 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
48 Botijén Sajino 1 | macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
49 Botijén Sajino 1 | macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
50 Botijon Sajino 1 | macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
51 Botijon Sajino 1 | hembra | microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
52 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
53 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
54 Botijon Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
55 Botijén Sajino 1 | macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
56 Botijén Sajino 1 | macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
57 Botijén Sajino 1 | hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
58 Botijén Sajino 1 | macho microplus




Rhipicephalus (Boophilus)

59 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
60 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
61 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
62 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
63 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
64 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
65 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
66 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
67 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
68 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
69 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
70 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
71 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
72 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
73 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
74 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
75 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
76 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
77 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
78 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
79 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
80 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
81 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
82 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
83 Botijon Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
84 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
85 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
86 Botijén Sajino ninfa microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
87 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
88 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
89 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
90 Botijén Sajino macho microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
91 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
92 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
93 Botijén Sajino ninfa microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
94 Botijén Sajino hembra microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
95 Botijén Sajino hembra microplus




96 Botijén Sajino 1
97 Botijén Sajino 1
98 Botijén Sajino 1
99 Botijén Sajino 1
100 Botijén Sajino 1
101 Botijén Sajino 1
102 Botijén Sajino 1
103 Botijén Sajino 1
104 Botijon Sajino 1
105 Botijon Sajino 1
106 Botijén Sajino 1
107 Botijén Sajino 1
108 Botijon Sajino 1
109 Botijon Sajino 1
110 Botijén Sajino 1
111 San Lorenzo | Sachavaca 1
112 San Lorenzo | Sachavaca 1
113 San Lorenzo | Sachavaca 1
114 San Lorenzo | Sachavaca 1
115 San Lorenzo | Sachavaca 1
116 San Lorenzo | Sachavaca 1
117 San Lorenzo | Sachavaca 1
118 San Lorenzo | Sachavaca 1
119 San Lorenzo | Sachavaca 1
120 San Lorenzo | Sachavaca 1
121 San Lorenzo | Sachavaca 1
122 San Lorenzo | Sachavaca 1
123 San Lorenzo | Sachavaca 1
124 San Lorenzo | Sachavaca 1
125 San Lorenzo | Sachavaca 1
126 San Lorenzo | Sachavaca 1
127 San Lorenzo | Sachavaca 1
128 San Lorenzo | Sachavaca 1
129 San Lorenzo | Sachavaca 1
130 San Lorenzo | Sachavaca 1
131 San Lorenzo | Sachavaca 1
132 San Lorenzo | Sachavaca 1
133 San Lorenzo | Sachavaca 1
134 San Lorenzo | Sachavaca 1
135 San Lorenzo | Sachavaca 1
136 San Lorenzo | Sachavaca 1

macho

macho

hembra

macho

hembra

ninfa

macho

hembra

macho

macho

macho

ninfa

hembra

hembra

macho
macho
macho
macho
macho
macho
hembra
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho
macho

macho

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Amblyomma ovale

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma ovale

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma ovale

Amblyomma coelebs

Amblyomma oblongoguttatum

Amblyomma ovale

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum

Amblyomma scalpturatum




137 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
138 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
139 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
140 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
141 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
142 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
143 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
144 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
145 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
146 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
147 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
148 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
149 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
150 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
151 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma coelebs

152 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
153 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
154 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
155 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma coelebs

156 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
157 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
158 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
159 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
160 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
161 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
162 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra |Amblyommanaponense
163 San Lorenzo | Sachavaca 1| hembra |Amblyomma latepunctatum
164 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
165 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
166 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma coelebs

167 San Lorenzo | Sachavaca 1| macho Amblyomma scalpturatum
168 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
169 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma scalpturatum
170 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma latepunctatum
171 San Lorenzo | Sachavaca 1 | macho Amblyomma naponense
172 San Lorenzo | Sachavaca 1 | hembra Haemaphysalis juxtakochi

Cultivo de garrapatas en medio bifasico agar sangre
14 muestras de garrapata sin identificacion taxondmica salieron negativas, ademas
se debe mencionar que las muestras resultaron contaminadas con crecimiento de

hongos y bacterias por o que no se continuo el cultivo de las demas muestras. Las



muestras que no se cultivaron se guardaron en refrigeracion para en un futuro

procesarlas por biologia molecular.

Tabla 2.-Resultados por biologia molecular

# de | Procedencia Huésped cantidad de | Estadio | Especies Resultados

orden garrapatas kDNA PCR

rotulacio

n

1 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

2 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

3 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

4 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

5 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

6 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

7 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

8 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

9 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma naponense Negativo

10 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

11 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma naponense Negativo

12 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma naponense Negativo

13 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma naponense Negativo

14 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma naponense Negativo

15 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma naponense Negativo

16 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
oblongoguttatum

17 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
oblongoguttatum

18 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
oblongoguttatum

19 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

20 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

21 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

22 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

23 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
latepunctatum

24 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
latepunctatum

25 San Lorenzo Sachavaca 1 hembra | Amblyomma Negativo
latepunctatum

26 San Lorenzo Sachavaca 1 macho Amblyomma Negativo
scalpturatum




27 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

28 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
latepunctatum

29 San Lorenzo Sachavaca hembra | Amblyomma ovale Negativo

32 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

33 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

35 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

36 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

37 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

38 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

39 San Lorenzo Sachavaca hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

40 San Lorenzo Sachavaca hembra | Amblyomma Negativo
scalpturatum

41 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

42 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

43 San Lorenzo Sachavaca macho Amblyomma Negativo
scalpturatum

44 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

45 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

46 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

47 Botijon Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

48 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

49 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

50 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

51 Botijon Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

52 Botijon Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

53 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

54 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo

(Boophilus) microplus




55 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

56 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

57 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

58 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

59 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

60 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

61 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

62 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

63 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

64 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

65 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

66 Botijon Sajino macho Rhipicephalus POSITIVO
(Boophilus) microplus

67 Botijon Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

68 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

69 Botijén Sajino hembra | Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

70 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

71 Botijon Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

72 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

73 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

74 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

75 Botijon Sajino macho Rhipicephalus POSITIVO
(Boophilus) microplus

76 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

e Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

78 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo
(Boophilus) microplus

79 Botijén Sajino macho Rhipicephalus Negativo




(Boophilus) microplus

80 Botijén Sajino 1 macho Rhipicephalus Negativo

(Boophilus) microplus

81 Botijon Sajino 1 macho Rhipicephalus POSITIVO

(Boophilus) microplus

82 Botijén Sajino 1 macho Rhipicephalus Negativo

(Boophilus) microplus

83 Botijén Sajino 1 macho Rhipicephalus Negativo

(Boophilus) microplus

84 Botijén Sajino 1 macho Rhipicephalus Negativo

(Boophilus) microplus

Discusiones

De las 360 garrapatas capturadas (304 de origen animal y 56 de origen humano) 172 fueron
clasificadas taxonomicamente, siendo 136 garrapatas de 3 sachavacas cazadas” Tapirus terrestres’y
168 de tres sajinos” Tayassu tajacu” cazados solo fueron procesadas las de origen animal 14 en
suero fisiolégico a través de cultivo y 84 muestras en alcohol por biologia molecular debido a la
limitacion de recursos. Los resultados del cultivo fueron negativas ademas de contaminarse, es
posible que falte un complemento de antibioterapia y fangica.

De los resultados delas pruebas moleculares de 43” Tapirus terrestres” y 41 garrapatas de”
Tayassu tajacu” resultaron 3 garrapatas positivas a Leishmania sp del huésped Tayassu tajacu de
la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus del genero macho ,estas muestras fueron sacadas de
animales cazados en Botijon ,distrito de Las Piedras, provincia Tambopata, regién Madre de Dios.Por
lo que se concluye que Tayassu tajacu es un reservorio silvestre para Leishmania sp y que

Rhipicephalus (Boophilus) microplus se infecta al succionar la sangre del hospedero Tayassu tajacu




siendo un potencial trasmisor de Leishmania sp al ser humano ,en especial a las personas que se

dedican a la caza,actividad maderera,minera y trabajos en flora y fauna que estan en contacto con el

follaje donde pueden quedar impregnadas estas garrapatas.Este trabajo es el primero a nivel

mundial que reporta la identificacion de Leishmania sp en Rhipicephalus (Boophilus) microplus del

hospedero Tayassu tajacu sustentando la posible trasmision de Leihsmania sp al ser humano por

garrapatas como lo describen algunos pocos reportes.(1,2,3,5).

El presente trabajo estimulara futuros trabajos para identificar el rol de las garrapatas como vectores

que trasmitan Leishmania sp al ser humano.
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