Bartonella spp. en roedores de la Reserva Ecológica Costanera Sur, Ciudad Autónoma de Buenos Aires
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Introducción. El papel de los roedores como reservorios y transmisores de patógenos causantes de patologías al ser humano, es bien conocido. La interacción y el contacto de estos animales con el hombre dentro de las ciudades, ocurre tanto en edificaciones cerradas como en espacios verdes abiertos. La Reserva Ecológica Costanera Sur (RECS) es un área protegida ubicada en la Ciudad Autónoma de Buenos Aires (CABA). Como centro recreativo, educativo y turístico, recibe visitantes que mantienen contacto con la flora y la fauna de sus ambientes. Presenta una vegetación caracterizada por pastizales de cortaderas, matorrales ribereños y bosques de alisos de río y sauces, que forman la selva en galería de las riberas de la cuenca del Paraná. La fauna de la reserva está conformada principalmente por distintas especies de invertebrados, anfibios, reptiles, aves y pequeños mamíferos. Entre estos últimos se destacan los roedores de la familia Muridae, Cricetidae y Caviidae.
El género Bartonella se compone de bacterias gram-negativas intracelulares que presentan un ciclo complejo que incluye la participación de hospedadores animales domésticos y silvestres, y vectores hematófagos. También puede ocurrir transmisión por contacto directo. Las bartonelosis son consideradas enfermedades emergentes y el número de especies asociadas con enfermedad humana se encuentra en continuo crecimiento. 

Numerosos estudios demuestran la presencia de distintas especies del género Bartonella tanto en roedores urbanos como silvestres, algunas relacionadas con enfermedad humana: B. grahamii con síndromes oculares, B. elizabethae con endocarditis, B. vinsonii subsp. arupensis con fiebre y endocarditis y B. washoensis con fiebre y miocarditis. También las pulgas encontradas en estos mamíferos (Xenopsylla cheopis y Ctenocephalides felis) participan del ciclo epidemiológico de estos patógenos.

El objetivo de nuestro estudio fue detectar la presencia de Bartonella spp. en roedores de la RECS de la CABA.
Materiales y métodos. Los roedores estudiados fueron capturados en distintos ambientes de la RECS durante el periodo 2011-2013. Cada animal fue identificado taxonómicamente, eutanasiado y necropsiado. Se recolectó un grupo de órganos por ejemplar (hígado, bazo y pulmón) que se conservó a -70º C hasta el momento de su procesamiento.

La extracción del ADN se realizó mediante el AxyPrep™ Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Union City, USA) y el High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).
Para la detección de Bartonella spp. se utilizó una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para un fragmento de ADN que codifica ARN ribosomal 16S, siguiendo las indicaciones de los autores. Las muestras positivas fueron sometidas posteriormente a una PCR anidada para un fragmento del gen de la citrato sintasa (gltA). Como control positivo se utilizó B. henselae y como control negativo agua libre de nucleasas.

Los productos obtenidos fueron purificados mediante PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y secuenciados con un secuenciador 3500 Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en el Servicio de Neurovirosis (Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - ANLIS Dr. Carlos G. Malbrán).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias disponibles en GenBank, mediante la utilización del software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). El análisis de alineamiento múltiple fue realizado con el algoritmo CLUSTAL y la construcción del árbol filogenético fue hecha con el software MEGA versión 5.
Resultados. Se capturaron 168 roedores: 81 ejemplares de Mus musculus (ratón doméstico), 72 de Oligoryzomys flavescens (colilargo chico), 11 Deltamys kempi (ratón aterciopelado) y 4 Scapteromys aquaticus (rata acuática).
Se detectaron 38 muestras positivas por amplificación del fragmento codificante del ARNr 16S del género Bartonella (una perteneciente a M. musculus, 32 a O. flavescens, una a D. kempi y todos los S. aquaticus). Tanto la muestra perteneciente a M. musculus como 15 muestras positivas de O. flavescens fueron sometidas a una segunda PCR anidada del fragmento gltA, resultando también positivas.
Hasta el momento se secuenciaron las muestras positivas pertenecientes al M. musculus y 1 de O. flavescens, tanto para el ARNr 16S como para gltA. Las dos secuencias obtenidas para el ARNr 16S presentaron 99.7% de similitud entre ellas, y de 99.5 a 100% con distintas secuencias de bartonellas presentes en roedores de Perú, África y Holanda. Por otra parte, las secuencias obtenidas para gltA tuvieron un 99.6% de similitud entre ellas, y de 96.9 a 98.8% con diferentes secuencias de bartonellas halladas en roedores de Perú y EEUU, y pulgas de roedores (Polygenis) de EEUU.
Discusión. Nuestro trabajo muestra el primer registro de la presencia de Bartonella spp. en roedores de Argentina, siendo el primer hallazgo para O. flavescens y uno nuevo para M. musculus a nivel mundial. Adicionalmente, se presentan resultados preliminares en otras dos especies de roedores. Las secuencias analizadas muestran altos porcentajes de similitud con secuencias de bartonella encontradas en roedores de diversas familias y en pulgas del género Polygenis que los parasitan.
Es necesario continuar con la caracterización molecular de los hallazgos dado que la comparación de las secuencias sugiere la posibilidad del hallazgo de dos nuevas especies. Para ello se analizarán otros genes como: ftsZ, ribC y rpoB. 

Resulta de suma importancia continuar con los estudios para comprender el rol de estos animales y sus ectoparásitos en el mantenimiento del ciclo natural de estas bacterias. Por otra parte, será necesario comparar filogenéticamente nuestros hallazgos con cepas patógenas detectadas en humanos de nuestra región y del mundo, a fin de poder establecer el potencial riesgo en salud pública.
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