InVet. 2016, 18 (2): 341-347

ISSN 1514-6634 (impreso) COMUNICACION BREVE
ISSN 1668-3498 (en linea)

Andlisis filogenético de Neorickettsia risticii detectada en
murciélagos de Argentina

Phylogenetic analysis of Neorickettsia risticii detected in bats, Argentina

CicutTiN, G.L.' & GREIMAN, S.E.?

!'nstituto de Zoonosis Luis Pasteur (ZBPTV-IZLP), Laboratorio de Zoonosis Bacterianas y Parasitarias Transmitidas
por Vectores. ? Department of Biology, Georgia Southern University (USA).

RESUMEN

La fiebre equina del Potomac (chrlichiosis monocitica equina) es causada por Neoricketssia
risticii (anteriormente Ebrlichia risticii), con casos clinicos notificados solamente en EEUU,
Canadd, Brasil y Uruguay. Neorickettsia risticii es un endosimbionte de trematodos que presentan
un complejo ciclo de vida con varios hospedadores como artrépodos, caracoles acudticos y
vertebrados insectivoros. Distintos estudios filogenéticos revelaron que se compone de diversas
cepas en EEUU, pero no se cuenta con informacién disponible de Brasil y Uruguay. En
nuestro pais, N. risticii se detectd por primera vez en 2013 en murciélagos Zadarida brasiliensis
procedentes de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA). El objetivo de nuestro estudio
fue caracterizar filogenéticamente a N. risticii detectada en CABA anteriormente. Se estudiaron
tres muestras de ADN previamente obtenidas resultando positivas mediante una PCR anidada
para un fragmento del ARNr 16S del género Neorickettsia. Las secuencias tuvieron un 100 %
de similitud entre ellas y 99,5 a 99,7 % con distintos hallazgos de V. risticii en EEUU. Sélo una
muestra pudo ser amplificada con la PCR anidada de un fragmento del gen groESL y el andlisis
filogenético reveld que V. risticii hallada en CABA se relaciona con hallazgos de la costa oeste
de EEUU. Dado el potencial impacto en medicina veterinaria, la caracterizacién molecular
de N. risticii circulante en Sudamérica es de suma importancia. Ademds, la circulacién de este
patdgeno en nuestro pais hace necesario realizar estudios adicionales para comprender la ecologfa
y transmisién de V. risticii, y detectar la aparicién de casos equinos.
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ABSTRACT

Potomac horse fever (equine monocytic ehrlichiosis) is caused by Neorickettsia risticii (formerly
Ebrlichia risticii), with clinical cases reported only in the USA, Brazil and Uruguay. N. risticii is
an endosymbiont of flukes with a complex life cycle utilizing various hosts such as aquatic snails
and arthropods, and vertebrate insectivores. Different phylogenetic studies revealed that N. risticii
consists of various strains in the USA, but no information is available from Brazil and Uruguay. In
our country, N. risticii was first detected in 2013 in Tadarida brasiliensis bats from Buenos Alires city
(CABA). The aim of our study was to characterize phylogenetically N. risticii detected in CABA.
The three DNA samples previously obtained were positive by nested-PCR for a fragment of 16S
rRNA of Neorickettsia genus and were sequenced, resulting in a 100% similarity among them and
99.5 t0 99.7% with various strains of N. risticii from USA. Only one sample could be amplified by
nested-PCR for a fragment of groESL gene. Phylogenetic analysis revealed that the current strain
is related to strains of V. risticii along the west coast of the USA. Given the potential impact of
veterinary medicine, molecular characterization of V. risticii circulating in South America is of great
importance. In addition, the circulation of this pathogen in our country requires additional studies to
understand the ecology and transmission of V. risticii, and detecting the occurrence of equine cases.
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INTRODUCCION

Neorickettsia risticii (anteriormente Ebrlichia
risticii) es el agente de la fiebre equina del
Potomac (ehrlichiosis monocitica equina), una
enfermedad del verano descripta a fines de los
70s en los condados rurales de Maryland y
Virginia cerca del rio Potomac (Washington,
EEUU)". Los signos clinicos son variados, pero
usualmente incluyen fiebre (a menudo bif4sica),
depresion, anorexia y colitis con diarrea aguda.
En casos graves, los caballos presentan laminitis
y las hembras pueden abortar*7'¢. La letalidad
varfa del 5 al 30 % en animales sin tratar. Hasta
la actualidad, se han notificado casos clinicos
s6lo en EEUU, Canadd, Brasil y Uruguay>”'c.
Interesantemente, en Brasil y Uruguay durante
casi 100 afos se ha conocido la ocurrencia de
una enfermedad diarreica en caballos durante
el verano en las costas del lago Merin. Esta
enfermedad es denominada localmente como
churrido equino y fue descripta en 1948°.

Neorickettsia risticii es una bacteria
intracelular obligada endosimbionte de
trematodos principalmente de los géneros
Acanthatrium'y Lecithodendrium. El ciclo de vida
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de estos pardsitos es complejo e involucra varios
hospedadores, incluyendo caracoles acudticos,
artrépodos acudticos y vertebrados. En general,
el ciclo de vida comienza cuando un caracol
acudtico ingiere un huevo del parisito, el huevo
eclosiona y el miracidio penetra los tejidos del
caracol, desarrollando a un esporoquiste primario.
El esporoquiste primario produce esporoquistes
secundarios a través de reproduccién asexual,
estos esporoquistes se extienden por todos los
tejidos del caracol y producen miles de cercarias.
Las cercarias salen del caracol y entran en el
ambiente externo, donde pueden penetrar en
un artrépodo acudtico y enquistarse en forma
de metacercarias. Cuando los murciélagos
y aves insectivoras ingieren los artrépodos
infectados por metacercarias, los trematodos
adultos se desarrollan en su intestino"'>!¢!7,
Complementariamente, se ha demostrado que V.
risticii puede ser transmitida horizontalmente, de
los trematodos infectados a tejidos no parasitados
(como higado y bazo) de aves y murciélagos,
sugiriéndose que los animales insectivoros

también podrian ser reservorios”'*!°.
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La transmisién de V. risticii a los equinos
ocurre cuando ingieren accidentalmente insectos
infestados con metacercarias (infectadas con V.
risticii) durante el pastoreo o comiendo heno,
o al beber insectos que con el agua. También
es posible que los caballos puedan adquirir la
enfermedad al ingerir cercarias con el agua de
bebida'®.

Neorickettsia risticii se compone de diversas
cepas en distintas regiones, segiin indican
estudios realizados por caracterizacién molecular
de genes ARNTr 16S, groESL, p51, andlisis de
4611 Las posibles
explicaciones para esta amplia variacién

Western blot y morfologia

molecular incluyen los sistemas defectuosos de
reparacién de ADN, tanto en N. risticii como
en Neorickettsia sennetsu, lo cual darfa lugar
a mayores tasas de mutacién para el género
Neorickettsia, coincidiendo con los cambios
temporales y la ocurrencia de cepas atipicas de
N. risticii. Ademds, la variacién genética de /V.

risticii podria haber surgido debido a presiones
selectivas sobre los trematodos infectados y/o los
hospedadores de los trematodos®.

En Argentina, N. risticii se detecté por
primera vez en 2013 en tres murciélagos
Tadarida brasiliensis procedentes de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (CABA), a partir de
muestras de higado, bazo y pulmén, utilizindose
una PCR que amplificaba un fragmento de
345 pb de ARNr 16S? siendo esta la Gnica
informacién genética de V. risticii disponible
para Sudamérica. El presente estudio tuvo como
objetivo caracterizar filogenéticamente a V.
risticii detectada en el estudio previo de 2013.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron tres muestras de ADN
positivos detectados en 2013 utilizando dos
PCRs anidadas para el género Neorickettsia: la
primera dirigida al ARNr 165" y la segunda
dirigida al gen groESL' (Tabla 1).

PCR Cebador Secuencia (5" -3") Fragmento
(pb)
N16S-25F TCAGAACGAACGCTAGCGGT
Externos — N16S- \ \ \ GGAGGTAATCCAGCCGCAGGTTCAC 1470
ARNr 1500R
165 N16S-50F TAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACG
Internos N16S- 1371
L4008 CGGTTAGCTCACTAGCTTCGAGTAA
HSIOF  CTCAAATGAAACAAT-CCGTTTGTTTGTAGC
Externos 1940
ESL HS2090R  CATTCCACCCATGCCA-CCACCAGGCAT
& o HS90F GTAGGTCTTGAAAAATATCACAGCG 503
Memos — 1$2030R GTAGTCACTAGAACACTAGCAACAGA

Tabla 1. Detalle de los cebadores utilizados

Ambas reacciones de PCR se realizaron con
un volumen final de 25 pl utilizando OneTaq
Quick-Load 2X Master Mix (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El termociclado
se realizd en un termociclador EP Gradient
Masthercycler (Eppendorf, Hauppauge, New
York) utilizando una desnaturalizacién inicial
a 94°C durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos
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con una desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos,
alineamiento a 58°C por 30 segundos y extensién a
68°C por 1 minuto con 45 segundos, para finalizar
con una extensién a 68°C por 5 minutos. Como
control positivo se utilizd Neorickettsia sp.
endosimbionte de Plagiorchis elegans'' y como
control negativo se usé agua libre de nucleasas.
Los productos amplificados fueron purificados
utilizando Zymo DNA Clean & Concentrator
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(Zymo Research, Irvine, CA) o ExoSap PCR
clean-up enzymatic kit from Affimetrix (Santa
Clara, CA) segtn las instrucciones del fabricante,
y fueron secuenciados en un secuenciador ABI
Prism 3100. Las secuencias fueron ensambladas
usando el software Sequencher 4.2 (GeneCodes
Corp., Ann Arbor, MI). El andlisis de alineamiento
multiple fue realizado con el algoritmo CLUSTAL
y la construccién del drbol filogenético fue hecha
con el software MEGA versién 6 usando el
método del vecino mds cercano (neighbour-
joining, NJ) y los pardmetros del modelo Tamura
Nei. Los valores de confianza para cada rama
de los drboles resultantes fueron determinados
mediante 1000 replicaciones de remuestreo
(bootstrap). En el caso del gen groESL el andlisis
filogenético se realizo sobre un fragmento parcial
de 526 pb para los cuales se disponia de varias
secuencias en GenBank para comparar.

Las secuencias obtenidas en este estudio
fueron depositadas en GenBank con los
siguientes numeros de acceso: KX001784
(fragmento del ARNr 16S) y KX001785
(fragmento del gen groESL).

RESULTADOS

Las tres muestras resultaron positivas para /V.
risticii mediante la PCR anidada del fragmento
del ARNr 16S y fueron secuenciadas, resultando
en un 100 % de similitud entre ellas, 99,7
% (1305/1309) a 99,6 % (1304/1309) con

0.005

96 | N. risticii /| Pensilvania (EEUU) / Caballo (AF380257)
N. risticii | Pensilvania (EEUU) / Caballo (AF036653)

distintos hallazgos de V. risticii en California
(AF206300y AF036654, AF037211 y AF37210,
respectivamente) y 99,5 % (1303/1309) con V.
risticii cepa Illinois (Maryland, CP001431) y
N. risticii de Ohio (AY005439). La relacién
filogenética se muestra en la figura 1.

Sélo una muestra pudo ser amplificada
con la PCR anidada del fragmento groESL.
La secuencia resultante tuvo una similitud
del 97,5 % (1812/1858) con V. risticii cepa
Illinois (CP001431). Ademds considerando
un fragmento parcial de 526 pb con mayor
disponibilidad en GenBank, presenté una
identidad del 98,3 % (517/526) y 98,1 %
(516/526) con distintas secuencias de V.
risticii de California (AF036665 y AF037213,
respectivamente), 97,9 % (515/526) con N.
risticii de Oregon (AF036670 y AF036660)
y California (AF036663), 97,7 % (514/526)
con hallazgos en Oregon (AF36661) y 97,3
% (512/526) con hallazgos en California
(AF193413 y AF036662) y Pensilvania
(AF036664). Ademds, tuvo una mayor diferencia
con otros hallazgos en el centro-este de EEUU.
El andlisis filogenético del fragmento groESL se
detalla en la figura 2.

Lamentablemente no se encuentran
secuencias genéticas disponibles para su
comparacién de N. risticii halladas en Brasil
y Uruguay, asi como de hallazgos previos en
murciélagos en EEUU.

Neorickettsia risticii | CABA | Murciélago Tadarida brasiliensis
15| | N. risticii / California (EEUU) / Caracol acuatico Juga sp. (AF036654)
N. risticii / California (EEUU) / Tricéptero acuético (AF206300)

Costa oeste

3 |— N. risticii / California (EEUU) / Caracol acudtico Juga sp. (AF037210) | de EEUU
N. risticii / California (EEUU) / Caracol acuético Juga sp. (AF037211) _ |
N. risticii cepa lllinois / Maryland (EEUU) / Caballo (CP001431) N
5 N. risticii | Ohio (EEUU) / Caracol acuatico Elimia sp. (AY005439) Centro-este
de EEUU

Neorickettsia sp. / Filipinas / Paralecithodendrium sp. (KX818101)
Neorickettsia sp. agente SF / Japén/ Stellantchasmus falcatus (U34280)
99 | Neorickettsia sp. / Florida (EEUU) / Metagonimoides sp. (KF661347)
Neorickettsia sennetsu cepa Miyayama / Japén / Humano (CP000237)
\_LNeorivkertsia sp. / Florida (EEUU) / Procambarus sp. (KF661344)
39 Neorickettsia sp. / Oregon (EEUU) / Lecithodendriidae (KF878083)

Neorickettsia helminthoeca cepa Oregon / Oregon (EEUU) / Salménido (CP007481)

Figura 1. Arbol filogenético inferido por la comparacién de secuencias parciales del ARNr 16S de Neorickettsia risticii. Los

ndmeros en los nodos son los valores de soporte. La barra de escala representa la diferencia en nucleétidos de las secuencias.
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Neorickettsia risticii | CABA | Murciélago Tadarida brasiliensis
N. risticii / California (EEUU) / Caballo (AF036663)

N. risticii / California (EEUU) / Caracol acuético Juga sp. (AF036665)
N. risticii / California (EEUU) / Caracol acuatico Juga sp. (AF037213)
N. risticii | Oregon (EEUU) / Caballo (AF036670)

96 | . risticii / Oregon (EEUU) / Caballo (AF036660)

N. risticii / Oregon (EEUU) / Caballo (AF036661)

N. risticii / California (EEUU) / Caballo (AF036662)

N. risticii / California (EEUU) / Cercaria (AF193413)

N. risticii /| Pensilvania (EEUU) / Caballo (AF036664)

N. risticii / Michigan (EEUU) / Caballo (AF036667)

68 L N. risticii cepa lllinois / Maryland (EEUU) / Caballo (CP001431)

63

Costa oeste
de EEUU

100

Centro-este
de EEUU

Neorickettsia sennetsu cepa Miyayama / Japon / Humano (CP000237)

Neorickettsia sp. agente SF / Japén / Stellantchasmus falcatus (AY050314)
Neorickettsia helminthoeca cepa Oregon / Oregon (EEUU) / Salménido (CP007481)

e
0.02

Figura 2. Arbol filogenético inferido por la comparacién de secuencias parciales del gen groESL de Neorickettsia risticii. Los
nameros en los nodos son los valores de soporte. La barra de escala representa la diferencia en nucledtidos de las secuencias.

DISCUSION

Este es el primer anélisis filogenético de
N. risticii hallada en Sudamérica. El uso de
dos fragmentos génicos (ARNr 16S y groESL)
permitié develar la relacién filogenética de V.
risticii presente en nuestra regién respecto a
hallazgos previos en EEUU. En este sentido,
a medida que mds informacién se acumula
respecto a las distintas variantes de V. risticii
que circulan en distintos lugares, es posible
detectar patrones regionales en las asociaciones
de estos endosimbiontes y los trematodos
hospedadores, y con ello definir nichos
ecoldgicos especificos de transmisién'®. Por otra
parte, la Ginica informacién genética previa de
N. risticii disponible para Sudamérica era un
fragmento de 345 pb del ARNr 16S obtenido
de murciélagos 7. brasiliensis en CABA’. La
descripcién de V. risticii infectando caballos en
Sudamérica (Brasil y Uruguay) utilizé enzimas
de restriccién sobre una PCR de un fragmento
ARNrr 16S°, no habiendo secuencias genéticas
disponibles para su comparacién. A su vez,
otro estudio realizado en Brasil en trematodes
Parapleurolophocercous sp. utiliza también
una PCR para un fragmento 16S ARNr pero
sin secuenciar los productos obtenidos’. Por
tltimo, no hay secuencias genéticas disponibles
(ARNr 16S y groESL) de hallazgos previos

en murciélagos (Myotis yumanensis'™, Myotis
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lucifugus y Eptescicus fuscus’) estudiados en
EEUU.

La mayoria de los estudios de diversidad
genética de las cepas de V. risticii utilizan
tnicamente las secuencias del gen ARNr
16S, pero las diferencias en las secuencias
de diferentes cepas de la misma especie de
organismos rickettsiales son muy pequenas
(de 0 2 0,1%), lo cual puede hacer al andlisis
filogenético poco concluyente', aunque otros
autores refieren que aislamientos de . risticii
pueden diverger casi por 15 nucleétidos en su
ARNr 16S% En nuestro estudio encontramos
pequenas diferencias (hasta 5 nucledtidos) y se
observé un agrupamiento relativo a regiones
geograficas de la costa oeste de EEUU (Figura 1).

En este sentido, el andlisis de genes
adicionales (como el gen de choque térmico,
groESL) permite reflejar una diversidad
genética mds extensa, permitiendo evidenciar
mejor asociaciones geogréficas entre cepas
de N. risticii®®. Sélo pudo amplificarse y
secuenciarse una muestra mediante la PCR
anidada para el gen groESL, esto podria
deberse al mayor tamano del fragmento
que complejiza la amplificacién siendo mds
sensible a la calidad del ADN. El andlisis
filogenético del fragmento groESL realizado
en nuestro estudio revela también dos grupos
de N. risticii: un grupo perteneciente a la

costa oeste de EEUU (California y Oregon)
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con hallazgos en caballos, caracoles acudticos
y trematodes, y el otro grupo con N. risticii
halladas en el centro-este de EEUU (Michigan,
Pennsylvania y Maryland) en caballos. V. risticii
hallada en CABA se relaciona con uno de los
grupos de la costa oeste de EEUU (Figura 2). El
agrupamiento de los hallazgos de EEUU en el
grupo de la costa oeste y del centro-este del pais
ya fue detectado en estudios previos utilizando
otros fragmentos génicos®.

Dado el potencial impacto en medicina
veterinaria, la caracterizacién molecular de
N. risticii circulante en Sudamérica es de
suma importancia dado que actualmente la
informacién es muy limitada y no permite
establecer conclusiones. Por otra parte, no hay
registros de casos de ehrlichiosis monocitica
equina en nuestro pais, pero dada la circulacién
de este patdgeno es necesario realizar estudios
adicionales para comprender la ecologia y
transmisién de V. 7isticii, y detectar la aparicién
de casos en equinos.
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