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Resumen

Resumen

Los trombiculidos son acaros de distribucion mundial pertenecientes a la familia
Trombiculidae. Algunos géneros tienen gran importancia en medicina humana y
veterinaria. En América y Europa se asocian a cuadros clinicos de dermatitis
pruriginosas estacionales (trombiculiasis). En el Sudeste Asiatico e Islas del
Pacifico son los vectores reconocidos del tifus de los matorrales. Su potencial
papel en la transmision de otras enfermedades infecciosas se desconoce. Los
objetivos de este trabajo fueron: 1) Descripcion de la epidemiologia de la
trombiculiasis en La Rioja; 2) Identificacibn del agente causal y su ciclo
biologico; 3) Estudio de la presencia dRickettsia spp., Anaplasma
phagocytophilum Borrelia spp., Coxiella burnetij Bartonella spp. yOrientia
tsutsugamushén trombiculidos y 4) Descripcion clinica de la trombiculiasis en

La Rioja. Nuestros datos han puesto de manifiesto la coincidencia de la
estacionalidad de los cuadros de trombiculiasis humana y canina con la presencia
de larvas de trombiculidos en la vegetacion de zonas definidas en La Rioja. Se ha
descrito la presencia di& inopinata por primera vez en Espafia. La identificacion

de esta especie de trombiculidos en la época y lugar donde se producian los casos
de trombiculiasis, implica epidemiolégicamenteNa inopinata como agente
causal de esta afeccion. En la zona de estudio, se encontraron larias de
inopinata en la vegetacion desde mediados de verano hasta finales de otofio. Los
ejemplares adultos de esta misma especie se detectaron en el suelo durante la
primavera. Las larvas de trombiculidos retiradas de aves, potencialmente
migratorias, se clasificaron también como N. inopinata. En nuestro medio, no
tenemos evidencia de que los trombiculidos estén infectaddRigaattsiaspp.,

A. phagocytophilum, Borreliaspp., C. burnetii, Bartonellaspp. ni O.
tsutsugamushiNo obstante, su papel como causantes de trombiculiasis humanas y
caninas ha de ser tenido en cuenta desde el punto de vista de la Salud Publica. En
las personas, los trombiculidos producen cuadros clinicos molestos de dermatitis
muy pruriginosas, mientras que los perros sufren parasitaciones masivas con
procesos graves que pueden llegar a ser fatales. La Unica medida de prevencion

eficaz es evitar el contacto con la vegetacion en aquellas zonas donde se ha

Xi



Resumen

documentado la presencia de trombiculidos. Por tanto, se deben impulsar
campafias que informen a la poblacién del riesgo de sufrir trombiculiasis en La

Rioja.
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Abstract

Abstract

Trombiculid mites, also known as chiggers, belong to Family Trombiculidae and
are worldwide distributed. Some genera have medical and veterinary importance.
In America and Europe they are associated with seasonal pruriginous dermatitis
(trombiculiasis). In Southeast Asia and Pacific Islands they are recognized vectors
of scrub typhus. The potential role of trombiculid mites in the transmission of
other infectious diseases is unknown. The objectives of this study were: 1)
Description of the epidemiology of trombiculiasis in La Rioja; 2) Identification of
the etiological agent and study of its life cycle; 3) Investigation of the presence of
Rickettsiaspp., Anaplasma phagocytophilufBorrelia spp., Coxiella burnetii
Bartonella spp. and Orientia tsutsugamuslm chiggers, and 4) Clinical
characterization of trombiculiasis in La Rioja. Our data have shown the
coincidence between the seasonality of human and canine cases of trombiculiasis
and the presence of larvae over vegetation in well-defined areas from LaNRioja.
inopinatahas been described for the first time in Spain. The identification of this
trombiculid species in the same season and area where trombiculiasis cases
occurred, epidemiologically involves. inopinataas the etiological agent of this
condition. In the studied areB, inopinatalarvae were detected over vegetation
since mid-summer to the end of autumn. Furthermore, in spring, adult trombiculid
mites belonging to the same species were found in the soil. Trombiculid larvae
removed from potentially migratory birds were classifiedNasnopinata.ln our
environment, there is no evidence Bickettsia spp., A. phagocytophilum,
Borrelia spp., C. burnetii, Bartonellaspp. or O. tsutsugamushinfection in
trombiculid larvae. Nevertheless, their role in human and canine trombiculiasis
has to be taken into account as a Public Health concern. People parasitized with
trombiculid mites suffer from very disturbing pruriginous dermatitis, whereas
massive parasitation in dogs lead to severe clinical pictures reaching sometimes a
fatal outcome. To avoid contact with vegetation in periods of time and areas
where the presence of trombiculid larvae has been documented is the only
effective preventive measure against trombiculiasis. Therefore, preventive
strategies to inform the population about the risk of trombiculiasis in La Rioja

should be established.
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1. UN POCO DE HISTORIA

Etimologicamente, las palabras trombiculido y trombiculosis o trombiculiasis
tienen sus raices en el griegomein, que significa temblar. Asi, trombiculido
viene detromein y del latirculex (mosquito), mientras que trombiculosis deriva

de tromein y el sufijo griego osfafeccién) (Fernandez-Rubio, 1999).

Las primeras referencias a estos acaros como causa de “molestias” se recopilaron
en China en el siglo VI (Bowmaat al, 2008). Tuvieron que pasar 12 siglos hasta
qgue en 1733, en Norte América, se recogieran por primera vez trombiculidos
durante estudios faunisticos. En 1758, Linnaeus hizo la primera descripcion de la
especieAcarus batatagactualmenteeutrombicula batatgsen Systema Naturae
(Shatrov y Kudryashova, 2006). Unos afios mas tarde se definié en Europa una
segunda especie “que pica al hombratarus autumnaligBrennan y Goff,

1977). Aunque el géneftrombicula,que contenia 6 especies, se definié en 1905,

la familia Trombiculidae fue descrita por primera vez por Ewing en 1944
(Stekolnikov y Daniel, 2012).

Se podria decir que el interés por los trombiculidos no surgié hasta la Segunda
Guerra Mundial. Durante la misma, miles de soldados de las tropas aliadas y
japonesas resultaron afectados del tifus de los matorrales, afeccion transmitida por
la picadura de trombiculidos. De hecho, cientos de ellos fallecieron durante las
campafias militares en zonas del Pacifico (Brennan y Goff, 1977). La enfermedad
fue nombrada y descrita por primera vez en Japén por Baelz y Kawakamien en
1979 (Takahashet al, 2003; Valbuena y Walker, 2012). Sin embargo, los
avances con respecto a la taxonomia y biologia de estos acaros no se produjeron
hasta los afios 50 del siglo XX, cuando su importancia médica fue mundialmente
reconocida. Desde entonces hasta nuestros dias, se han descrito nuevas especies
de estos acaros, y se conoce mejor su distribucion y las enfermedades que

provocan.
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2. LOS TROMBICULIDOS

Los trombiculidos son acaros de distribucion mundial pertenecientes a la familia
Trombiculidae (Tabla 1) (Burns, 2009). El nUmero de especies conocidas supera
las 3.000 (Brennan y Goff, 1977), entre las que se encuentran algunas con gran
importancia para la salud humana. Este es el caso de los géneros
Leptotrombidium, vectores derientia tsutsugamushagente causal del tifus de

los matorrales, dzutrombicula yNeotrombicula,responsables de cuadros de
dermatitis (Mullen y O’Connor, 2002).

Tabla 1. Clasificacidon taxondmica de los trombiculidos.

Filo Arthropoda
Subfilo Chelicerata
Clase Arachnida
Subclase Acari
Superorden Acariformes
Orden Trombidiformes
Suborden Prostigmata
Cohorte Parasitengona

Superfamilia Trombiculoidea
Familia Trombiculidae

2.1. CICLO BIOLOGICO Y MORFOLOGIA

El ciclo biolégico de los trombiculidos comprende 7 estadios: huevo, prelarva,
larva, protoninfa, deutoninfa, tritoninfa y adulto, con alternancia de fases activas e

inactivas.

Los &caros de la familia Trombiculidae son los Unicos de la cohorte Parasitengona
gue durante su fase larvaria parasitan hospedadores vertebrados (Shatrov y
Kudryashova, 2006). Conocidas en la literatura cientifica cohiggers las

larvas de trombiculidos parasitan un amplio rango de vertebrados y son capaces
de transmitir patégenos o provocar dermatitis cuando pican. Sin embargo, las
fases post-larvarias son de vida libre, habitan en el suelo y se alimentan de

diversos artropodos y de sus huevos. Las deutoninfas, unico estadio ninfal activo,
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son casi idénticas en apariencia a los adultos, aunque ligeramente mas pequefas.
En los adultos, de ocho patas, el dimorfismo sexual no es evidente, al menos
aparentemente (Kampen, 2000; Shatrov y Kudryashova, 2006). Debido a que los
estadios post-larvarios de la mayoria de las especies de trombiculidos no han sido
nunca observados en la superficie del suelo, la taxonomia de estos acaros esta
basada en las larvas §kbl et al., 2010).

Las larvas, de 6 patas, forma redondeada y pequefio tamafio (aproximadamente
200 um), son generalmente rojas, aunque pueden variar entre anaranjadas y
amarillentas segun la especie (Mullen y O’Connor, 2002). Las principales
caracteristicas morfoldgicas de las larvas (ver figura 1) incluyen la presencia de
un unico escudo dorsal, posterior al margen frontal del idiosoma que alberga un
par de tricobotrias (setas sensoriales) y 4-7 setas ramificadas tactiles y
mecanoreceptoras; queliceros cortos; coxas | y Il unidas; la presencia y posicion
del 6érgano de Claparede (con funcion sensorial) en el margen postero-lateral de la
coxa |; un niumero especifico de setas en los segmentos de los pares de patas I-lll;
dos uiias y empodio en los tarsos de las patas; presencia de solenidios, un nimero
variado de setas ramificadas, y a veces setas subterminales lisas en el tarso de los
palpos; un niumero constante 1-1-3 de setas en el trocanter, gena y tibia del palpo,
respectivamente; y setas del idiosoma, normalmente organizadas en filas

uniformes (Shatrov y Kudryashova, 2006).
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Figura 1. Morfologia de los trombiculidog(trombicula alfreddugepia) Vista dorsal.

G: gnatosoma, I: idiosoma, BQ: base de los queliceros, Q: queliceros Pa: palpos, SAm:
Seta anteromediana, E: escudo, SPI: Seta posterolateral, SD: seta dorsal del idiosoma,
SH: setas humerales, S: sensilias, Oj: o0jos, SAl: Seta anterolateral, SC: surco
circumcapitular. b) Vista ventral. H: histerosoma, P: podosoma, O: opistosoma, Gh: base
del gnatosoma, Cl: coxa |, SAE: seta anterior del esternén, ClI: coxa Il, SPE: seta
posterior del esternén, Clll: coxa lll, SPr: setas pre-anales, SPo: setas post-anales, A: ano,
Adaptado de Gofét al.,, 1982.

La biologia de los trombiculidos ha sido estudiada principalmente en el
laboratorio debido a la complejidad del ciclo biolégico, por lo que, aun hoy, éste
no es bien conocido en la naturaleza. Como ya se ha dicho anteriormente, los
habitats de las fases post-larvarias son mayoritariamente desconocidos. De hecho
s6lo se conocen las fases post-larvarias de menos del 10% de las especies de
trombiculidos descritas (Brennan y Goff, 1977; Shatrov, 2011).

La caracteristica mas destacable de su ciclo biolégico es la duracion constante de
los periodos inactivos (prelarva, protoninfa y tritoninfa), y la duracién variable de
las fases activas (larva, deutoninfa y adulto) (Figura 2). Durante su ciclo biologico
las hembras depositan los huevos en las capas superiores de la tierra,
preferiblemente sobre hojarasca, en suelos humedos pero bien drenados. Los

huevos eclosionan y emergen las larvas, que trepan por la vegetacion baja donde
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esperan agrupadas a un hospedador adecuado. Una vez alcanzado el hospedador,
se dirigen hacia aquellas zonas donde la piel es mas fina, donde se alimentan de
linfa y fluidos tisulares de la dermis a través de una especie de tubo (estilostoma)
gue se forma en la piel del hospedador. La alimentacion puede durar desde unas
horas hasta 10 dias. Una vez repletas, requisito indispensable para alcanzar el
siguiente estadio, las larvas caen al suelo y mudan a las fases ninfales y
posteriormente, a la fase adulta (Mullen y O’Connor, 2002; Shatrov y
Kudryashova, 2006).

Prelarva
Larvas no

(‘ alimentadas

! Larvas

“ alimentadas
A

Deutoninfa
Tritoninfa

Figura 2. Ciclo biolégico deLeptotrombidium pallidumAdaptado de Takahasét al,
2003.
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En la naturaleza, el ciclo biolégico se completa en 2-12 meses 0 mas,
dependiendo de las especies y condiciones ambientales. Asi, se ha visto que en las
especies boreales el ciclo dura entre 150 y 400 dias, en zonas templadas puede
haber entre 1 y 3 generaciones al afio, y en zonas tropicales el ciclo es mas corto y
tiene lugar de forma continua a lo largo del afilo (Mullen y O’Connor, 2002;
Shatrov y Kudryashova, 2006). La mayoria de especies tienen una generacion por
afo, pero las generaciones se van superponiendo, cada una bien sincronizada con
las estaciones. Esto sucede debido a su capacidad de hibernar durante la mayoria
de los estadios (huevo, larva, deutoninfa y adulto), y a que los adultos tienen un
periodo de vida largo (Belozerov, 2010).

Los trombiculidos viven en suelos humedos de bosques cubiertos con vegetacion
arbustiva donde habitan potenciales hospedadores (Moss y Beeching, 2003). En la
vegetacion las larvas forman “focos o islas”, dando lugar a una distribucién
parcheada. Estas ‘“islas de trombiculidos” estan claramente definidas
espacialmente, de tal manera que las larvas se acumulan en ellas mientras que las
zonas limitrofes estan totalmente libres de ellas (Kampen, 2002; Sehdlker

2006). Ademas, las larvas se organizan en cumulos, pudiendo encontrar decenas e
incluso mas de un centenar de individuos sélo en un apice de la vegetacion
(Figura 3). De ahi que al contacto con la vegetacion infestada, las parasitaciones

resulten masivas.
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Figura 3. Larvas de trombiculidos en la vegetacién. Aportacion original.

2.2. DISTRIBUCION

Los trombiculidos tienen una distribucién mundial, aunque la mayor diversidad de
especies se encuentra en zonas tropicales, subtropicales y las zonas templadas mas
septentrionales (Moniuszko y dWol, 2014). En la tabla 2 se enumeran las
principales especies de trombiculidos y su distribucién geografica. Dada su
amplia distribucién, reciben diferentes nombres comunes seguln la zona en la que
habitan, y en ocasiones son confundidos con otros acaros o insectos y se les
denomina incorrectamente acaros de Moweéepfus autumnalis(Acari:
Erythraeidae)] (McClairet al, 2009; Kenet al, 2014) ojigger, chigoeo niguas

[Tunga penetran@nsecta: Siphonaptera)] (Elston, 2006; Witt et 2004) .
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Tabla 2. Distribucion y enfermedades causadas por las principales especies de
trombicdlidos (Rozendaal, 1997; Mullen y O’Connor, 2002; White, 2003; Takahashi
et al, 2004; Ripka y Stekolnikov, 2006; Burns, 2009; Kim y Walker, 2011; dies,

2011; Shatrov, 2011; Stekolnikov y Daniel, 2012; Faccini-Martieteal., 2014; Kim

et al, 2014; Stekolnikov et gl2014).

Especie Distribucion Enfermedad

Blankaartia acuscutellaris Hungria, Espafia, Moldavia, Trombiculiasis
Ucrania, Rusia, Sumatra,
Malasia, Africa

Eushoengastia koreaensis Corea Tifus de los matorralés
Euschoengastia xerothermobia Europa Trombiculiasis
Eutrombicula alfreddugesi Canada, sur de Estados UnidosTrombiculiasis

(excepto suroeste), Ameérica
Central (incluidas las Islas del
Caribe), Suramérica

Eutrombicula batatas Bolivia, Méjico, América Trombiculiasis
Central, Suramérica, suroeste y
sudeste de Estados Unidos

Eutrombicula lipovskyi Estados Unidos: desde Alabama Trombiculiasis
y oeste de Tennessee hasta
Arkansas, Oklahoma, Kansas

Eutrombicula sarcina Sudeste asiatico, Australia, Trombiculiasis
Islas del Pacifico

Eutrombicula splendens Este de Estados Unidos (desdeTrombiculiasis
la costa del Golfo hasta
Massachusetts y Minnesota),

Ontario
Eutrombicula wichmanni Japon, sudeste asiatico, Trombiculiasis
Australia, Islas del Pacifico
Kepkatrombicula desaleri Italia, Austria, Bulgaria Trombiculiasis
Leptotrombidiumakamushi Japoén, China, sudeste asiatico,Tifus de los matorrales
Indonesia, Filipinas, Nueva
Guinea
Leptotrombidium arenicola Malasia, Indonesia, Tailandia Tifus de los matorrales
Leptotrombidium chiangraiensisTailandia Tifus de los matorrales
Leptotrombidium deliense China, Taiwan, Sri Lanka, Tifus de los matorrales

Nepal, Bangladesh, India,
Myanmar, Vietnam, Camboya,
Tailandia, Singapur, Brunei,
Malasia, Indonesia, Filipinas,
Nueva Guinea, Islas del
Pacifico surorientales, norte de
Australia, Pakistan, Kazakstan,
Uzbekistan, Afganistan

10
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Especie

Distribucion Enfermedad

Leptotrombidium fletcheri

Leptotrombidium fuiji
Leptotrombidium gaohuensis
Leptotrombidium imphalum
Leptotrombidium intermedium
Leptotrombidium kitasatoi
Leptotrombidium orientale

Leptotrombidium pallidum
Leptotrombidium palpale
Leptotrombidium pavlovsky

Leptotrombidium scutellare

Sudeste  asiatico, Malasia, Tifus de los matorrales
Nueva  Guinea, Filipinas,
Indonesia, Melanesia

Japoén Tifus de los matorralés
China Tifus de los matorrales
Tailandia Tifus de los matorrales
Japon Tifus de los matorralés
Japoén Tifus de los matorralés

Japon, Corea, extremo oriental Tifus de los matorralés
de Rusia

Japoén, Corea, extremo oriental Tifus de los matorralés
de Rusia

Japoén, Corea, extremo oriental Tifus de los matorralés
de Rusia

Japon, Corea, extremo oriental Tifus de los matorrales
de Rusia

Japon, norte de China, Corea, Tifus de los matorrales

Tailandia, Malasia Hantavirus

Leptotrombidium subquadratumSudafrica Trombiculiasis

Neotrombicula autumnalis

Neotrombicula inopinata

Neotrombicula japonica

Neotrombicula nagayoi
Neotrombicula zachvatkini
Odontacaruspp.

Shoengastia hanmyaensis
Schoengastiapp.

Trombicula toldti

Europa (incluyendo las Islas Trombiculiasis
Britanicas, y  excluyendo

Noruega, Suecia, Finlandia y el

norte de Rusia), Turquia,

Turkmenistan

Espafa*, Republica Checa, Trombiculiasis
Inglaterra, Austria, Alemania,

Bulgaria, Francia, estados de la

antigua Yugoslavia, Ucrania,

Rusia, Rumania, Hungria,

Eslovaquia, Polonia

Corea, Europa Trombiculiadis

Ttifus de los matorralés
Japon, China, Rusia Trombiculiasis
Europa Trombiculiasis

Sudeste asiatico, Australia, Islas Trombiculiasis
del Pacifico

Japoén Tifus de los matorralés

Sudeste asiatico, Australia, IslasTrombiculiasis
del Pacifico

Austria Trombiculiasis

! no confirmado. *: resultado de este trabajo.
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Alrededor de 50 especies de trombiculidos pican frecuentemente al hombre
causandole enfermedad (Mullen y O’Connor, 2002; Arlian, 2009). ElI género
Leptotrombidium es el mas estudiado, debido a que sus larvas son las
responsables de la transmision@etsutsugamushiel agente causal del tifus de

los matorrales. Como se detalla mas adelante, este género estad ampliamente
distribuido por el sudeste asiatico y las Islas del Pacifico surorientales. Estos
trombiculidos habitan en los margenes de bosques y valles de rios, y en campos
de cultivo abandonados. Sus principales hospedadores naturales son roedores de
los génerofRattus, Microtusgy Apodemusaungue también parasitan insectivoros,
marsupiales, ganado, perros y gatos (Mullen y O’Connor, 2002).

Eutrombicula alfreddugess la especie mas comun y extendida en el hemisferio
occidental, desde Canada hasta Argentina y en las Islas del Caribe. En América
del Norte se le conoce como red bug, red mibterry mitessiendo especialmente
popular en el sudeste de Estados Unidos (Mc@tat, 2009; Keret al, 2014).

En Mégjico se le conoce conttalzahuatly en otras partes de Suramérica como
“coloradilla” o *“bicho colorao”, entre otros (Beltraet al, 2009). Son
especialmente abundantes en areas con arbustos y matorrales de moras y
zarzamorasRubusspp.), en los margenes de pantanos y zonas de transicion entre
bosques y campo abierto o praderas. Sus larvas parasitan una gran variedad de
anfibios, reptiles, aves y mamiferos entre finales de verano y principios de otofio
en las zonas mas templadas, mientras que estan presentes todo el afio en las zonas
tropicales y subtropicales, incluyendo Florida. Aunque esta especie es la causa
mas comun de trombiculiasis (o trombidiosis) en el Nuevo Mundo, no ha sido
involucrado en la transmisién de ningun patégeno humano (Mullen y O’Connor,
2002; Burns, 2009).

La especieEutrombicula splendensonstituye una causa frecuente de dermatitis

en el este de Estados Unidos, sobre todo en el sudeste, donde es sélo superada en
namero de casos pé&t alfreddugesi. E. splenders especialmente abundante en
zonas humedas como pantanos y zonas de altitud baja con tocones podridos y
arboles caidos. Las larvas parasitan anfibios, reptiles, aves y mamiferos, pero
muestran preferencia por serpientes y tortugas como hospedadores naturales. Su

estacionalidad es similar a la Healfreddugesi (Mullen y O’Connor, 2002).

12
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Neotrombicula autumnaligonocida como acaro de la cosecha (en ingksest

mite) es la especie de trombiculido que mas comunmente pica al hombre en
Europa y las Islas Britanicas (Brennan y Goff, 1977). También se le conoce como
aoutat o béte rougeen Francia, orange tawngn Irlanda yaugustelingen en
Alemania (White, 2003; Burns, 2009; Martestsal, 2012). La mayoria de casos

de trombiculiasis en Europa se han asociado a esta especie, y siempre entre finales
de verano y otofio (Kampen, 2000; Guarretral, 2005). En general, las larvas

estan presentes desde julio hasta el comienzo del invierno, y alcanzan el pico de
abundancia normalmente en septiembre. Se ha visto que las larvas son mas activas
en dias soleados y calidos, y se encuentran tanto en zonas urbanas como en orillas
de riachuelos y arroyos, zonas arbustivas y de matorrales, praderas y campos de
cultivo de cereal (Scholest al, 2006). Su amplia distribucion refleja la gran
variedad de hospedadores naturales a los que parasita, especialmente mamiferos y
aves. Los conejos son hospedadores muy comunes, también zorros, ardillas,
micromamiferos, aves (silvestres y domésticas), mascotas y ganado (Mullen y
O’Connor, 2002).

E. alfreddugesy E. batatasson las principales causantes de trombiculiasis en
Suramérica (Tweeten y Mufoz-Bravo, 2008). Ademas de “bicho colorao”,
“coloradillas” o “acaro rojo”, en Venezuela se les conoce cominmente como
“coloraditas” o “chivacoas” y en Pert como “isangos” (Chaccour, 2005; Beltran
et al, 2009).

2.3. PROCESO DE ALIMENTACION DE LAS LARVAS

A diferencia de otros ectoparasitos como garrapatas, pulgas o piojos, los
trombiculidos no se alimentan de sangre. Para alimentarse sobre vertebrados, las
larvas forman un caracteristico tubo en la piel del hospedador, el estilostoma
(Goff et al, 1982). Las larvas de trombiculidos tienen los queliceros muy cortos,
por lo que necesitan dicha estructura, tanto para el anclaje al hospedador como
para la obtencion de alimento. La larva perfora el estrato corneo de la epidermis
con sus queliceros, mientras que la porcidén apical del hipostoma se retrae para
crear un efecto de bombeo en la superficie de la piel que ayudara a la succién de

nutrientes (Shatrov y Stekolnikov, 2011). Inmediatamente después de adherirse a

13
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la piel del hospedador, la larva secreta una sustancia pegajosa que forma la parte
inicial del estilostoma y que proporciona una fuerte adherencia (Shatrov, 2009).
Una vez formado este cono eosinodfilo, la solidificacion de las secreciones
salivares de la larva da lugar al estilostoma como tal: una estructura en forma de
tubo con un canal central que se proyecta en el hospedador desde la superficie de
la epidermis (donde estan insertadas las piezas bucales de la larva) hasta la capa
de tejido conjuntivo subyacente (Shatrov, 2011). Este proceso desencadena en el
hospedador una respuesta inflamatoria de intensidad dérmica moderada. Como
resultado, se forma una cavidad en la parte mas distal del estilostoma que contiene
una mezcla liquida que sirve de alimento a la larva: células de la epidermis rotas,
neutréfilos, linfocitos, macrofagos y eritrocitos migrados de los vasos sanguineos
dilatados al foco inflamatorio (Shatrov, 2009). En consecuencia, los tejidos del
hospedador alrededor del estilostoma quedan parcialmente destruidos vy

necrotizados (Figura 4).

b)

Ep CE /':l 1y .
N7

EC xJ i, E

Figura 4. a) Etapas iniciales de la formacion del estilostoh)aEstilostoma totalmente
formado. CE: cono eosindfilo, Q: queliceros, EC: estrato corneo, Ep: epidermis, ZN: zona
necrotizada, E: estilostoma. Adaptado de Shatrov, 2000.
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En general, el estilostoma mide entre 100-260 de longitud y 30-7um de
didmetro (Shatrov y Kudryashova, 2006). Tanto la forma, composicion y
estructura, como el proceso de formacion del estilostoma y la repuesta
inflamatoria inducida en el hospedador, son especificas de la especie de
trombiculido, independientemente del sitio de picadura y de la especie
hospedadora (Shatrov, 2009). Sin embargo, la longitud del estilostoma parece
estar determinada por el grosor de la epidermis y la presencia o ausencia de

costras en el sitio de la picadura (Shatrov e2&l14).

En los hospedadores naturales las larvas se alimentan generalmente durante 3-6
dias, tanto en la naturaleza como si el proceso se lleva a cabo en el laboratorio
(Shatrov, 1996; Kampen, 2002). En humanos, sin embargo, el proceso tiene una
duracion muy variable. En el caso de larvas que no trasmiten enfermedades
infecciosas varia entre 3-8 h y 1-2 dias, mientras que se extiende hasta 2-10 dias
en larvas del génerbeptotrombidiumtransmisoras del tifus de los matorrales
(Kampen, 2000; Mullen y O’Connor, 2002; Guarretral, 2005; Diaz, 2010). Se

cree que la trasmision de bacterias patogenas requiere que el proceso de

alimentacion dure al menos 6 h (Kim y Walker, 2011).

El hecho de que las larvas se mantengan adheridas a la superficie de la piel
mientras se alimentan, confiere a la mayoria de los trombiculidos la condiciéon de
ectoparasitos. Sin embargo, las larvas de algunos géneros pueden introducirse
parcial o totalmente bajo la piel y formar diversos tipos de céapsulas mientras se
alimentan en anfibios y mamiferos (Shatrov y Kudryashova, 2006). En estos
casos, las larvas permanecen alimentandose varias semanas, e incluso meses.
Como curiosidad, cabe destacar el caso de unas estructuras adaptativas especificas
qgue pueden desarrollar las lagartijas en la piel, denominadas “bolsillos de acaros”,
gue sirven para minimizar el dafio causado por las larvas durante el proceso de

alimentacion (Goldberg y Holshuh, 1992).

La saliva de los trombiculidos tiene efecto irritante cuando pican al hombre,
induciendo una reaccion inflamatoria dérmica de intensidad moderada y una
respuesta inmune adaptativa. La intensidad de la respuesta parece estar
determinada por factores concomitantes como el sitio de la picadura y las

condiciones especificas de la piel en el punto de la picadura. Los componentes de
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la saliva se caracterizan por tener propiedades liticas y antigénicas moderadas
(Shatrov, 2009). De hecho, se especula que la baja actividad antigénica de las
sustancias que forman el estilostoma podria ser una estrategia para evitar que los
trombiculidos se desprendan rapidamente debido a la reaccion inmunoldgica de
los tejidos del hospedador (Shatetval, 2014). Por otro lado, se ha visto que las
exposiciones repetidas a las picaduras de trombiculidos provocan que la respuesta
inmune adaptativa sea mas rapida y eficaz. Asi, algunas personas que viven en
zonas infestadas desarrollan un alto grado de tolerancia a las sustancias
antigénicas inyectadas durante las picaduras (Arlian, 2009). Sin embargo, también
se han descrito casos de hipersensibilidad a dichas sustancias en forma de urticaria

o formacion de ampollas (Takahashi ef a004).

La intensidad de la reaccién del hospedador en los tejidos es de particular interés
con respecto a la transmision de patégenos, ya que las caracteristicas del
estilostoma y el tipo de reaccion cutanea pueden ser indicadores indirectos del
potencial de las larvas para actuar como vectores efectivos de los mismos
(Shatrov, 2011). En el caso del généeptotrombidium,los estilostomas son
especialmente largos, lo que provoca un dafio mas profundo en la dermis, y una
reaccion dermatolégica bastante intensa. La combinacion de neutrofilos vy
macréfagos rodeando el estilostoma y sobre todo acumulados en el nivel mas
profundo de las dermis, parece jugar un papel importante en la transmisién de
O. tsutsugamust{Shatrov, 2011).
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3. LOS TROMBICULIDOS COMO PARASITOS DE
ANIMALES

Las larvas de trombiculidos parasitan todos los grupos de vertebrados excepto los
peces, aunque los principales hospedadores son los pequefios mamiferos y las
aves (Zhang, 1998; Mullen y O’Connor, 2002; Duré¢ral, 2004; Elston, 2006;
Literak et al, 2007; Cakirogluet al, 2008; Leiet al, 2010). Practicamente no
existente informacion acerca de que las larvas de trombiculidos se alimenten sobre
invertebrados (Moniuszko y #&Kol, 2014). EI hombre es un hospedador
accidental. De hecho, la especificidad de las larvas por un hospedador
determinado continGia siendo motivo de debate. Probablemente, los trombiculidos
se asocian a un hébitat determinado y no a un hospedador especifico. Es decir,
parasitaran al primer animal que encuentran a su alcance dentro de su habitat,
aungue por supuesto mantengan preferencias por unos hospedadores sobre otros
(Shatrov y Kudryashova, 2006; Cakiroglu et aD08).

La mayoria de casos de trombiculiasis en animales se han descrito en perros
(Heyneet al, 2001; Guarneret al, 2005; Kavithaet al, 2011; Giannoulopoulos

et al, 2012, Tudor, 2012) y gatos (Giannoulopoudbsal, 2012; Leoneet al,

2013). Sin embargo, también se han comunicado casos aislados en ciervos, 0sos,
walabies, alpacas y ranas (O'Callaghein al., 1994; Little et al, 1997;
Cunningham et al 2001; Mendez et al2010; Gomez-Puerta et a2012).

En general, se considera que los trombiculidos, cuando pican a sus hospedadores
naturales, causan irritacion de la piel y/o prurito, aunque sin detrimento del estado
general (Littleet al., 1997; Takahaslet al, 2004). Sin embargo, durante la
realizacion de este trabajo hemos podido constatar que estos casos pueden ser
fatales en perros parasitados que no reciben tratamiento o si éste se instaura de

manera tardia.
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4. LOS TROMBICULIDOS COMO VECTORES DE
ENFERMEDADES

A pesar de su impacto en salud humana, la biologia y base genética de la
competencia de los trombiculidos como vectores de enfermedades es poco
conocida (Hill, 2010). Se han detectado diversos microorganismos en diferentes
especies de trombiculidos, pero su papel como vectores de enfermedades
infecciosas s6lo ha sido demostrado en el caso del tifus de los matorrales.

4.1. TIFUS DE LOS MATORRALES

El tifus de los matorrales, también llamado fiebre o enfermedad de tsutsugamushi
[del japonédsutsuga (enfermedad)miushi(acaro)], es una enfermedad causada

por O. tsutsugamushiuna a-proteobacteria intracelular obligada, y transmitida

por larvas debéneroLeptotrombidiumRajapakseet al, 2011). Mas de la mitad

de la poblacion mundial (55%) vive en zonas endémicas, por lo que
aproximadamente un billon de personas tienen riesgo de adquirir la enfermedad
(Li et al, 2014), y se estima que aparecen un millon de casos nuevos al afio (Watt
y Parola, 2003). Sin embargo, estas cifras estan probablemente subestimadas
porque la enfermedad es dificil de identificar, debido, principalmente, a que su
espectro clinico se solapa con el de otras causas de fiebre muy comunes en las
zonas endémicas (Paris et 2012).

O. tsutsugamushconocida anteriormente confickettsia orientali® Rickettsia
tsutsugamushifue reclasificada como un nuevo género separadtiakettsiaen
base a diferencias fenotipicas y genotipicas (Tamued, 1995).Orientia spp.
difiere deRickettsia spp. en la estructura de la pared celular, el perfil antigénico y
el tamafio del genoma, que es casi dos veces mayor quRiekddsiaHay tres
cepas principales, Gilliam, Karp y Kato, aunque se han reconocido mas de 20
serotipos antigénicamente distintos en zonas endémicas @edly, 2009), y
actualmente se conocen mas de 70 cepas de O. tsutsugamushi (Pag2eE3xl

La enfermedad es endémica en una regién geogréfica de 13.000 Ddéfikida

triangulo tsutsugamushi (Figura 5). Esta region se extiende desde el norte de
Japon, Corea y el extremo oriental de Rusia en el norte, al norte de Australia en el
sur y hasta Pakistan y Afganistan en el oeste, incluyendo las islas occidentales de
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los océanos Pacifico e indico, como Taiwan, Filipinas, Nueva Guinea, Indonesia y
Sri Lanka (Jensenius et a2004).

Figura 5. Zona endémica del tifus de los matorrales, conocida como triangulo de
tsutsugamushi. Aportacion original.

Solo unos pocos casos de “tifus de los matorrales-like” se han descrito fuera de
esta zona: dos casos, con diagnostico Unicamente seroldgico, probablemente
adquiridos en Africa (Osuget al, 1991; Ghorbanet al, 1997), un caso febril
adquirido en Dubai causado pQrientia chuto(lzzard et al, 2010), y otro
provocado por una cepa divergente @aentia spp. en Chile (Balcellet al,

2011).

Los casos de tifus de los matorrales tienen lugar en zonas humedas tropicales
donde los trombiculidos del géndreptotrombidiumactiian como reservorios de

O. tsutsugamushy sus larvas la transmiten al hombre a través de sus picaduras
(Traub et al, 1975). Las picaduras se producen mientras el hombre realiza
actividades ocupacionales o recreativas y entra en contacto con la vegetacion
infestada en arrozales, matorrales y zonas de deforestacidbn primaria
(Rodkvamtooket al, 2013; Dhiman, 2014). La estacionalidad de esta enfermedad
viene dada por el periodo de actividad de las larvdsegeotrombidiumspp. Las
principales especies que actian como vectores varian segun las zonas endémicas:

Leptotrombidium  deliense (Figura 6a) Leptotrombidium fletcheri, y
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Leptotrombidium arenicola son las especies mas representativas en zonas
tropicales y sub-tropicales, como el sudeste asiatico y el Pacifico suroc¢idental
mientras que_eptotrombidium akamushi, Leptotrombidium pallid(fiigura 6b)

y Leptotrombidium scutellarédo son en zonas calidas, como Japon y Corea
(Seonget al, 2001).

100 pm

Figura 6. a) Leptotromdidium deliensé) Leptotrombidium pallidum. Iméagenes cedidas
por Dr. Stekolnikov (Instituto de Zoologia de la Academia de Ciencias de Rusia).

Las larvas delLeptotrombidiumspp. se alimentan sobre el hombre y tras la
picadura,O. tsutsugamuskge multiplica en el sitio de inoculacion. Este proceso
desencadena manifestaciones clinicas locales (escara) y sistémicas, que varian
desde leves a severas (Patisl, 2012). El periodo de incubacion es de unos 10-

12 dias, aunque puede oscilar entre 5y 21 €Ral, 2014). La fiebre aparece de
manera abrupta, acompafada de cefalea, mialgia y malestar general. A la semana
del inicio de los sintomas aparece la escara en el lugar de inoculacion, que puede
ser Unica o multiple, con una prevalencia que varia entre 7-97% de los casos (Kim
et al, 2007; Rajapakset al, 2011). La escara representa la necrosis cutdnea
localizada en el lugar de la picadura (con la apariencia de una quemadura de
cigarro), y constituye un marcador casi diagndstico del tifus de matorrales (Figura
7) (Rajapakseet al, 2011). Los sitios mas comunes donde aparecen las escaras
son el tronco, los brazos y las piernas, y también el cuero cabelludo, las axilas, los
genitales, la cintura y otras partes expuestas del cuerpo (S8eaing001; Kim y

Walker, 2011). Otro sintoma caracteristico de la enfermedad es la linfadenopatia

regional, que aparece en el ganglio linfatico mas proximo a la escara primaria
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(Faccini-Martinezet al, 2014). Aunque no es muy comun, una semana después
del inicio de los sintomas puede aparecerash maculopapular con distribucion
centrifuga, que comienza en el tronco y se extiende hasta las extremidades

inferiores (Jeong et al2007; Faccini-Martinez et.al014).

Figura 7. Escara y eritema el quinto dia de enfermedad en el brazo izquierdo de un
paciente de 36 afios. Imagen cedida por Dr. Takahashi (Universidad Médica Saitama,
Japon).

A patrtir de la segunda semana, una proporcion de pacientes (sobre todo los que no
reciben tratamiento) muestran clinica de infeccion sistémica severa (&eaing

2001). Las complicaciones mas frecuentes, que pueden resultar fatales, son el
fallo cardiaco, el fallo renal agudo, y la afectacion de los sistemas nerviosos
central y respiratorio, con neumonia intersticial y sindrondisieessrespiratorio

agudo (Jenseniust al, 2004; Kim y Walker, 2011; Rajapakst al, 2011,
Faccini-Martinezet al, 2014; Rungta, 2014). La tasa de mortalidad en pacientes
no tratados es de aproximadamente un 10%, aunque se estima un rango del 0-30%
(Rajapakset al, 2011).

Teniendo en cuenta la severidad de la infeccion @ortsutsugamushi, el
tratamiento debe comenzarse lo antes posible, sin esperar al diagndstico
microbiolégico. Aunque elgold standarden el diagnéstico del tifus de los
matorrales es el aislamiento del microorganismo en cultivo celular, la técnica de

referencia sigue siendo la inmunofluorescencia indirecta (Blacksall, 2007,
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Koh et al, 2010). La incorporacion de la técnica de PCR en el diagndstico de esta
enfermedad ha supuesto una ventaja importante, ya que permite detectar la
infeccidn antes de que tenga lugar la respuesta inmunologica ¢Patis2011).

En cuanto al tratamiento, la doxiciclina y el cloranfenicol son los antibioticos de
eleccion (Jeongt al, 2007), aunque la azitromicina y la rifampicina constituyen
buenas alternativas (Raoult, 2010). Dado que actualmente no se dispone de
quimioprofilaxis ni vacunas contra esta infeccion (Valbuena y Walker, 2012), la
prevencion se basa fundamentalmente en evitar las picaduras de los
trombiculidos. Para ello, se deben limitar las visitas a las zonas endémicas, usar

repelentes e ir vestido de manera apropiada (Garcia-Alvarez 20E3).

4.2. OTRAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS ASOCIADAS A LOS
TROMBICULIDOS

Hasta el momento sélo se ha demostrado que las larvas de trombiculidos
transmitan O. tsutsugamushal hombre Dado que en muchas ocasiones los
trombiculidos comparten habitat con hospedadores, reservorios y vectores de
diversos microorganismos patdgenos transmitidos por artrépodos, su capacidad
para actuar como vectores de dichos agentes ha sido motivo de investigacion
desde hace mas de 65 afos. Asi, se ha especulado acerca del papel de los
trombiculidos en la transmision de bacterias y virus patdégenos para el hombre en
todo el mundo. En Europa se comunicé la presencia Adaplasma
phagocytophilunen larvas dé&l. autumnalisecogidas de la vegetacion en Espafia
(Fernandez-Sotcet al, 2001), y Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.), en
trombiculidos retirados de aves en Alemania (Kampénal, 2004) y de
micromamiferos en la Republica Checa (Litegtlal, 2008). En cuanto al género
Rickettsia, recientemente se ha descrito por primera vez la preseRickeltsia
monacensiy Rickettsia helvetica eHirsutiella zachvatkiniy de R. monacensis
enKepkatrombicula storkanietirados de roedores en Eslovaquiatiddiaet al.,

2015) En Asia, se detect®artonella tamiaeen trombiculidos del género
Leptotrombidiumretirados de roedores silvestres en Tailandia (Kaletyal,

2010) y de mas de una decenaRliekettsia spp. en trombiculidos retirados de

roedores en Corea y Taiwan (Choi et2007; Tsui et al2007).
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En lo que respecta a enfermedades virales, sélo un par de publicaciones de los
afos 60 asociaron el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas con
Neotrombicula spp. (Grinbergs, 1959; Daniel, 1961). Posteriormente, se sugirid
una posible relacién entreeptotrombidiumy Hantavirus (Song, 1999). Esta
hipétesis se afianzd con los trabajos relacionados con la fiebre hemorragica con
sindrome renal en China (Wet al, 1996), con la deteccion del ARN de
Hantavirus en trombiculidos en Texas (EE.UU.) (Hoetlal, 2001) y con el

sindrome pulmonar por Hantavirus (Yu y Tesh, 2014).

Sin embargo, pese a los hallazgos sefalados, la competencia de los trombiculidos
como vectores de otros microorganismos, apart® déesutsugamushino esta

comprobada.
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5. LOS TROMBICULIDOS Y LA DERMATITIS

La trombiculiasis es una dermatitis causada por las picaduras de las larvas de
acaros trombiculidos (Goff, 1982). Aunque esta poco documentada, esta
ectoparasitosis es mundialmente prevalente, excepto en la region artica (Martens
et al, 2012). Sin embargo, debido a su caracter transitorio y a la ausencia de
signos sistémicos, queda en muchas ocasiones sin diagnosticar. En areas no
tropicales los casos de trombiculiasis son mas frecuentes a finales del verano y
principios del otofio, cuando coincide el pico de abundancia de las larvas y el
periodo en el que se realizan mas actividades al aire libre (Jiraéaéz2001;
Kampen, 2002; Elston, 2006; Martegisal, 2012; Santibafiez-Saeetzal., 2014).

Se ha descrito la presencia de trombiculidos asociados a trombiculiasis en
parques, jardines, areas de césped y zonas humedas junto a lagos y arroyos
(Mullen y O’Connor, 2002). Como se ha mencionado anteriormente, las larvas se
distribuyen en “parches” en los bordes de pequefos claros de la vegetacion de
zonas arbustivas y con abundante hierba, temperaturas del suelo templadas y
humedad alta, y donde habitan sus hospedadores potenciales (®théler

2006).

De las 3.000 especies de trombiculidos descritas, tan solo alrededor de 15
provocan reacciones cutaneas en el hombre y los animales domeésticos (Arlian,
2009). Actualmente las especies consideradas como la causa mas frecuente de
trombiculiasis sorkE. alfreddugesien el continente americand, autumnalisen

Europa, E. batatasen Suramérica \Eutrombicula wichmannien el sudeste
asiatico, Australia y las Islas del Pacifico (Steeml, 2004; Burns, 2009; Diaz,
2010).

E. alfreddugesiy E. splendensson las principales especies causantes de
trombiculiasis en Norte América. Los casos ocurren entre finales de verano y
principios de otofio en las zonas mas templadas, mientras que pueden aparecer
durante todo el afio en las zonas tropicales (Mullen y O’Connor, 2002). Aunque es
menos importante Eutrombicula lipovskytambién causa trombiculiasis en
Estados Unidos. Se encuentra en zonas humedas de las orillas de pantanos y

arroyos, y parasita reptiles, roedores y aves (Mullen y O’Connor, 2002).
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En América del SuE. alfreddugesy E. batatasconstituyen la causa mas comudn

de trombiculiasis. Tweeten y Mufioz-Bravo en 2008, describieron en Bolivia una
plaga denominada “Qhapa”’ con la misma clinica, y asociada hatatas
(Tweeten y Mufioz-Bravo, 2008). Recientemente se imficdifreddugesen un

caso de trombiculiasis en un turista después de unas vacaciones en Brasil
(Martenset al, 2012). Ademas, en Venezuela un alto porcentaje de los casos
diagnosticados de sarna pueden realmente corresponder a casos de trombiculiasis
(Chaccour, 2005). Por otro lado, en Perd, muchos de los cuadros clinicos
compatibles clinicamente con trombiculiasis se asocian Morautumnalis
(Beltran et al, 2009).

En el sudeste asiatico, Australia y las Islas del Pacifico, auhgwehmannies

la principal causante de trombiculiasks, sarcina y algunas especies de los
géneros Odontacarusy Schoengastia también se han considerado agentes
causales (Burns, 2009). AdemB&gotrombicula nagayae ha relacionado con un

caso de trombiculiasis en Japon (Takahashi.e2@04).

Con respecto a Africa, no existe bibliografia sobre la distribucién de los
trombiculidos. Unicamente se ha descrito un caso de trombiculiasis humana y
canina causada pdeptotrombidium subquadratuen SudafricdHeyneet al,

2001)

En Europa, hasta hace poco tiempo se consideraba probado el papel de 4 especies
de trombiculidos como causantes de trombiculidsisautumnalis, Blankaartia
acuscutellaris, Kepkatrombicula desalery Trombicula toldti (Ripka y
Stekolnikov, 2006; Shatrov y Stekolnikov, 2010omo ya se ha explicado
anteriormenteN. autumnalisesta ampliamente distribuida por todo el continente
(Tabla 2) y es la especie mas conocida, y a la que se le atribuyen la mayoria de
casos de trombiculiasis. Respecto al resto de las espBciasyscutellarisesta
ampliamente distribuida y se asocia con cafiaverales o margenes de rios, lagos y
pantanos, y parasita principalmente a aves tipicas de esos biotopos, aunque el
hombre es un hospedador accidental (Ripka y Stekolnikov, 2R0@gsaleries

un parasito de ungulados y sélo ha sido documentado en humanos por Methlagl
en 1928, cuando se describié esta especie (Stekoleikat, 2014). Tiene la

peculiaridad de poseer un disco succionador en la parte apical del hipostoma que
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permite a la larva alimentarse con éxito sobre grandes hospedadores, lo que
resulta inusual para la mayoria de los trombiculidos. T. teigitie teniendo hoy

en dia una posicion taxonémica poco clara, y s6lo fue encontrado en Austria por
Winkler en 1953 (Stekolnikoet al, 2014). Ademas, las especksschoengastia
xerothermobia, Neotrombicula japonioa Neotrombicula zachvatkiniambién

han sido consideradas como causantes de trombiculiasis en Europa, aunque no
existen descripciones de los casos humanos asociados (Kampen, 2000).
Recientemente, y gracias a los trabajos para la realizacion de esta tesis doctoral se
describi6Neotrombicula inopinata como posible agente causal de trombiculiasis
en Espafia (Santibafiez-Saenal, 2014; Stekolnikowet al, 2014).N. inopinata
también esta ampliamente distribuido en Europa y comparte rango de

hospedadores con N. autumngksidryashova, 1998).

Aunque desde la literatura cientifica antigua se da por hecho que la trombiculiasis
es bastante comun y esta ampliamente distribuida en Europa, en realidad existen
pocos casos clinicos bien documentados. En ciertas zonas de Europa como los
alrededores de Viena, la zona del Tirol en Austria, la zona de Basilea en Suiza,
Francia y Holanda, se considera que los casos de trombiculiasis son especialmente
abundantes (Kampen, 2000). Sin embargo, Unicamente en los trabajos de Guarneri
et al, en 2005 y Santibafiez-Séeet al, en 2014 se pueden encontrar
descripciones exhaustivas de los cuadros clinicos (Guaeteaal, 2005;
Santibafiez-Saenz et a2014).

El cuadro clinico se caracteriza por la apariciéon de lesiones cutaneas en forma de
papulas muy pruriginosas en los sitios de las picaduras, como resultado de la
combinacion de las enzimas salivares del acaro y la respuesta inmune del
hospedador (Figura 8) (Mullen y O’'Connor, 2002; Elston, 2006). Debido a su
pequefio tamafio, las larvas resultan dificiles de distinguir a simple vista, y
normalmente pasan inadvertidas incluso cuando las picaduras son evidentes
(White, 2003). Ademas, se cree que los trombiculidos que causan dermatitis no
sobreviven mas de 1-2 dias alimentandose sobre el hombre, como resultado de la
reaccion adversa del huésped y del rascado de las lesiones (Mullen y O’Connor,
2002; Shatrov y Kudryashova, 2006). EI hombre se infesta mientras trabaja o

camina en zonas de vegetacion baja, y las lesiones cutaneas aparecen
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generalmente en aquellas zonas en las que la piel es mas fina (tobillos,
pantorrillas, axilas...) 0 en zonas comprimidas por la ropa (cintura, alrededor de

las costuras de la ropa interior...) (Burns, 2009).

Figura 8. Picaduras de trombiculidos. Aportacion original.

El tratamiento de estos cuadros clinicos es fundamentalmente sintomatico y
consiste en la administracion de antipruriticos, antihistaminicos y
corticoesteroides topicos (Jones, 1987). Aunque el picor desaparece durante la
primera semana, la curacion de las lesiones no se alcanza hasta la segunda o
tercera (Kampen, 2002). En los casos en los que los pacientes desarrollan una
superinfeccidn bacteriana asociada al rascado de las lesiones, puede ser necesario
el uso de antibidticos (Elston, 2006). Se debe usar ropa apropiada y repelente
como medidas de prevencidon para evitar las picaduras (White 2003; Garcia-
Alvarez et al, 2013).

Aunque son menos frecuentes, se han descrito casos de hipersensibilidad
asociados a las picaduras de trombiculidos en el pene de los nifios en diversas
zonas de EE.UU. (Smitt al, 1998; Schulert y Gigante, 2014). El cuadro, que se

conoce como “sindrome veraniego del pene”, se caracteriza por la rapida
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aparicion de edema y prurito en la piel de la zona genital tras el contacto con la
vegetacion durante actividades al aire libre, y tiene una estacionalidad definida
entre primavera y verano. Por otro lado, recientemente se ha descrito en Reino
Unido el Unico caso de conjuntivitis causada Norautumnalis(Parcellet al,

2013). Tras dos semanas con dolor en un 0jo, que tenia aspecto arenoso y
enrojecido, se observé una larva viva en el borde del parpado superior de la

paciente.
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6. LOS TROMBICULIDOS EN ESPANA

De acuerda los trabajos sobre trombiculidos retirados de pequefios mamiferos,
reptiles y aves, se han descrito 18 especies de trombiculidos en Espafia (Kepka,
1960; Varma, 1964, Pereira-Lorenzo, 1993; Iragal, 2006;):B. acuscutellaris,
Hirsutiella billabeta, H. zachvatkini, Xinjiangsha tarda,N. autumnalis,
Neotrombicula hispanicalN. japonica, Neotrombicula jordanaNeotrombicula
vulgari, Ericotrombidium hasei, Leptotrombidium europaguraptotrombidium
silvaticum Brunehaldia bulgaricaCheladonta ikaoensis, Cheladonta pannonica,
Helenicula olsufjeviSchoutedenichia dipodili Schoutedenichia krampitzi

Hasta el comienzo de este trabajo, ademas de los informes faunisticos nombrados
previamente, solamente existian 2 publicaciones cientificas en relacion a los
trombiculidos. Los dos trabajos hacian referendia autumnalisy se llevaron a

cabo en la misma zona montafiosa del norte del pais, que ademas coincide con el

area de estudio de este trabajo (Fernandez-Sotg 20al; Jimenez et.alk001).

En la Comunidad Autdbnoma de La Rioja, desde hace varias décadas se tiene
conocimiento de casos de dermatitis estacional en personas que entran en contacto
con la vegetacion en determinadas zonas del Parque Natural Sierra Cebollera,
entre finales de verano y mediados de otofio. Desde hace 15 afios, estos casos se
relacionan con los trombiculidos. Ademas, en la misma época y lugar, y siempre
con el antecedente de contacto con la vegetacion, ocurren casos de parasitaciones
masivas en perros que pueden llegar a ser fatales. En los ultimos otofios, el cuadro
ha tomado mayores dimensiones, con un gran numero de personas y perros
afectados y gran repercusion en los medios de comunicacion. En 2001, se
comunicd que estos cuadros aparecian en personas que visitaban determinadas
areas del Parque Natural, siendo la gran mayoria empleados que trabajaban en
limpieza del monte, guardas forestales o cazadores que acudian a la zona (Jiménez
et al, 2001).

Ademas, en 2005 se atendié en el Departamento de Enfermedades Infecciosas
(Complejo Hospitalario San Millan-San Pedro de La Rioja) a una parejay a su
perro en estado de maxima gravedad, con un cuadro compatible con la
parasitacion por trombiculidos (era otofio y habian visitado la zona de Piqueras,

en el Parque Natural Sierra Cebollera). Se logré amplifRiekettsia felispor
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primera vez en Espafa, mediante PCR en saagrambos pacientes y el perro
(Oteo et al, 2006). Légicamente, no se pudo afirmar que esta rickettsia fuera
transmitida por las larvas de trombiculidos, ya que los pacientes y el perro habian
sido también picados por pulgas. Como ya se ha mencionado, se detecto
A. phagocytophiluren larvas d&\. autumnaligecogidas en la misma zona donde
nuestro grupo habia descrito los casos de trombiculiasis humana y canina
(Fernandez-Soto et .al2001). Teniendo en cuenta lo anterior, y dado que los
trombiculidos del géneroLeptotrombidium son el vector demostrado de

O. tsutsugamushiparece légico plantearnos cudl podria ser el papel de los

trombiculidos como vectores de enfermedades en nuestra zona.
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Objetivos

Objetivos

1. Descripcion de la epidemiologia de la trombiculiasis en La Rioja.

2. ldentificacion del agente causal y su ciclo bioldgico.

3. Estudio de la presencia dRickettsia spp.Anaplasma phagocytophilym
Borrelia spp.,Coxiella burnetij Bartonella spp. yOrientia tsutsugamushi
en trombiculidos.

4. Descripcion clinica de la trombiculiasis en La Rioja.

Objectives

1. Description of the epidemiology of trombiculiasis in La Rioja.

2. Identification of the etiological agent and study of its life cycle.

3. Investigation of the presence ofRickettsia spp., Anaplasma
phagocytophilum Borrelia spp., Coxiella burnetji Bartonella spp. and
Orientia tsutsugamuslimn chiggers

4. Clinical characterization of trombiculiasis in La Rioja.
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Material y Métodos

1. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

1.1 MUESTREOS DE LARVAS DE TROMBICULIDOS DE LA
VEGETACION

1.1.1. EPOCA Y LUGAR

Entre agosto de 2008 y diciembre de 2010, y corbglt@ de recoger larvas de
trombiculidos, se llevaron a cabo muestreos sobre vegetacion en La Pineda (42° 6’
N, 2°33' O). Este paraje esta situado en el Parque Natural Sierra Cebollera y

pertenece al municipio de Lumbreras, al sur de La Rioja, Espafa (Figura 9).

Figura 9. Mapa de La Rioja con el Parque Natural Sierra Cebollera en azul, y ortofoto
del paraje de La Pineda. C: casa forestal. Modificado de www.iderioja.larioja.org. Escala:
1/4.000.

El entorno de La Pineda es un bosque situado por encima de los 1.200 m de
altitud, en el que predomina el pino silves®e(s sylvestris con sotobosque de
enebros Juniperus commun)s brezos Erica sp.) y acebosllex aquifoliun),

entre otras muchas variedades vegetales (Figura 10).
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Figura 10. Paraje de La Pineda. Aportacion original.

Se trata de una zona de gran riqueza faunistica en la que habitan desde mamiferos
de gran porte como ciervo€€rvus elaphys corzos Capreolus capreolysy

jabalies $us scrofa), hasta pequefios roedores como el raton de capooleifhus
sylvaticu$ o la musarafia griCfocidura russula), entre otros. Ademas, el area
esta catalogada como zona de especial protecciéon para las aves (ZEPA). Por otro
lado, existe ganado en explotacion extensiva, fundamentalmente vdgoso (

taurug y ovino Qvis aries.

De acuerdo a nuestra experiencia y gracias a la informacién facilitada por los
guardas forestales de La Pineda, sabemos que, en afios anteriores, las primeras
picaduras de trombiculidos se habian producido a finales de agosto o principios de
septiembre. Por ello, los muestreos de trombiculidos sobre la vegetacion se
llevaron a cabo semanalmente, desde mediados de agosto, en las fechas que se

detallan a continuacion:

- En 2008: 14, 21 y 28 de agosto; 4, 11, 18 y 25 de septiembre; 3, 10, 17, 21y 27

de octubre; 4 y 12 de noviembre.

- En 2009: 12, 19 y 26 de agosto; 2, 9, 15, 23 y 29 de septiembre; 8, 15, 23y 29
de octubre; 5, 13, 19 y 24 de noviembre; 2 y 10 de diciembre.

- En 2010: 24 y 31 de agosto; 7, 14, 19 y 27 de septiembre; 2, 13, 19 y 29 de
octubre; 4, 11, 16 y 24 de noviembre; 1, 13, 20 y 28 de diciembre.
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1.1.2. TECNICAS DE RECOGIDA

Cada muestreo tuvo una duracion aproximada del@vanidose a cabo siempre a
partir del mediodia para evitar las horas mas frias, en las que los acaros se
encuentran menos activos. La indumentaria para los muestreos incluia un buzo de
polipropileno, guantes desechables y botas de goma para prevenir las picaduras de
trombiculidos.

La recogida de larvas de trombiculidos de la vegetacion se realiz6 mediante dos
técnicas distintas:

1.1.2.1. Arrastre

Es una adaptacion del método de barrido, utilizaolmimmente para recoger
garrapatas de la vegetacion, en el que se arrastra a ras de suelo una tela de felpa (o
similar). En nuestro caso, se arrastré a ras de suelo una plantilla rigida plastificada
de color negro de 20 cm x 40 a@on la ayuda de dos cuerdas atadas en los
extremos (Figura 11 a). Al contacto con la plantilla, los trombiculidos situados en

la vegetacion quedaron adheridos a la misma, y se recogieron en una bandeja que
contenia agua destilada con ayuda de una brocha (Figura 11 b). De ahi, se

transfirieron a tubos estériles de 50 ml.

Figura 11. a) Arrastre de la plantilla por el suelo durante un muesbe®&ecogida de
larvas de trombiculidos de la plantilla. Aportacién original.

Para obtener datos comparables sobre la abundancia de trombiculidos y estudiar la

distribucion estacional de las larvas, en cada muestreo se recogieron los
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trombiculidos en lo que se denomind el “punto fijo”, que correspondia a un area
del pinar de 56 A mas o menos cuadrada, delimitada por 8 pinos (Figura 12).

Figura 12. Zona de muestreo en La Pineda, delimitada en azul. En rojo se detalla el punto
fijo. C: casa forestal. Modificado de www.iderioja.larioja.org. Escala: 1/2.000.

En cada muestreo, la plantilla se arrastré siguiendo los trazados mostrados en la
figura 13, intentando invertir el mismo tiempo en el recorrido.

Figura 13. Trayectorias realizadas en los muestreos del método de arrastre.
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Ademés, cada dia de muestreo se escogio dentro de la zona de La Pineda (Figura
12), un area de dimensiones similares al punto fijo a la que se designé “punto
variable”, que se muestred siguiendo la misma metodologia explicada
anteriormente.

1.1.2.2. Captura directa

Para aumentar el nimero de ejemplares a estudiareadigaron muestreos
mediante captura directa en la misma zona de La Pineda (Figura 12). Asi, se
recogieron los cumulos de trombiculidos introduciendo los apices de las hierbas o
ramas en microtubos y agitando para que los acaros se soltaran y cayeran dentro
del tubo (Figura 14).

Figura 14. Grupo de larvas de trombiculidos en el apice de una rama. Aportacién
original.

Del mismo modo, se investigd la presencia de larvas de trombiculidos en otras
zonas cercanas a La Pineda con ecosistemas similares, o en lugares donde
visitantes o lugarefios habian sefalado la existencia de estos acaros. Se visitaron
diferentes puntos a lo largo de las Cuencas del Iregua, del Leza-Jubera, del
Cidacos, del Najerilla, y la Sierra de la Demanda (Figura 15). En los muestreos,
realizados el 15 de octubre de 2009, 7 y 19 de octubre, y 4 de noviembre de 2010,
se examino la vegetacion y, en el caso de localizar larvas, se llevd a cabo la

técnica de captura directa.
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Municipios de muestreo
=] Ajamil de Cameros
[ Canales de la Sierra
Jalon de Cameros

[] Laguna de Cameros
[ Lumbreras

B Munilla

1 Ocon

[ Ortigosa de Cameros
[ San Romén de Cameros
[ Santa Eulalia

Bl Soto en Cameros

[ Terroba

[ villavelayo

B Villoslada de Cameros

Figura 15. Municipios donde se llevaron a cabo muestreos de larvas de trombiculidos en
la vegetacion. Modificado de www.iderioja.larioja.org.

1.1.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las larvas de trombiculidos y el material empleado les muestreos se
almacenaron a -40°C al menos 3 dias para evitar posibles picaduras durante su

manejo y procesamiento.

Los ejemplares se separaron del material vegetal, particulas de tierra y otros
restos. Para ello, el contenido de los tubos de 50 ml se filtr6 con papel de filtro
gue se coloco sobre una placa de Petri y se seleccionaron los trombiculidos con un
microscopio estereoscopico (Nikon SMZ1000) y con ayuda de una aguja

enmangada (Figural6 ay b).
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Figura 16. Trombiculidos recogidosa) a simple vista yb) con microscopio
estereoscopico (0,8 x). Aportacion original.

Una vez separados del material vegetal, los trombiculidos se almacenaron a -80 °C

hasta su posterior procesamiento.

1.2. MUESTREOS DE LARVAS DE TROMBICULIDOS EN AVES

1.2.1. EPOCA Y LUGAR

Como resultado de una colaboracion establecida culladores de aves
acreditados (Sociedad de Ciencias Aranzadi y Abies Recursos Ambientales S. L.)
se recogieron larvas de trombiculidos durante los anillamientos realizados los dias
22 de noviembre de 2009, 23 de enero y 16 de octubre de 2010 en Santa Eulalia
(42°12' N, 2°12' O), y el 19 de septiembre de 2010 en La Pineda (Lumbreras).

1.2.2. TECNICA DE RECOGIDA

Los trombiculidos se retiraron con la ayuda de pnfiaas o con hisopo,
intentando siempre minimizar el dafio al animal (Figura 17).
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Figura 17. Retirada de larvas de trombiculidos con la ayuda)dena pinza yb) un
hisopo. Aportacion original.

1.2.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las larvas retiradas de aves directamente con piseasansfirieron a tubos
limpios para desechar los restos de plumas. Las ejemplares recogidos con hisopo
se introdujeron en tubos con ayuda de unas pinzas. Las larvas se almacenaron a

-80°C hasta su posterior procesamiento.

1.3. MUESTREOS DE ESTADIOS POST-LARVARIOS DE
TROMBICULIDOS EN EL SUELO

1.3.1. EPOCA Y LUGAR

Durante 2008, 2009 y 2010 se recogieron muestrdema para la busqueda de
los estadios post-larvarios de trombiculidos en la misma zona de La Pineda en la
gue se llevaron a cabo los muestreos de larvas (Figura 12). Los muestreos se

realizaron con una periodicidad mensual en las siguientes fechas:

- En 2008: 14 de enero, 13 de febrero, 18 de marzo, 15 de abril, 14 de mayo, 16 de
junio, 18 de julio, 8 de agosto, 11 de septiembre, 17 de octubre, 12 de noviembre
y 15 de diciembre.
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- En 2009: 14 de enero, 26 de febrero, 18 de marzo, 22 de abril, 28 de mayo, 30 de
junio, 31 de julio, 12 de agosto, 9 de septiembre, 15 de octubre, 19 de noviembre
y 10 de diciembre.

- En 2010: 21 de enero, 23 de febrero, 23 de marzo, 27 de abril, 17 de mayo, 24 de
junio, 9 de julio, 12 de agosto, 14 de septiembre, 13 de octubre, 11 de noviembre
y 13 de diciembre.

1.3.2. TECNICA DE RECOGIDA Y EXTRACCION DE LA
EDAFOFAUNA

En cada muestreo se recogieron aproximadamente tr@b@e tierra, en un
punto a 3 profundidades distintas (0-15cm, 15-30cm y 30-45cm) (Figura 18).

Figura 18. Recogida de tierra para el estudio de fases post-larvarias de trombiculidos.
Aportacion original.

1.3.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para estudiar los artropodos presentes en las rasiekitierra se utilizo la técnica

del embudo de Berlese modificada por Tullgren (Berlese, 1905; Tullgren, 1918).
La tierra recogida se coloco sobre una malla fijada a un embudo sobre un vaso
colector. Al aplicar un foco de luz que a la vez emitia calor sobre la muestra de
tierra se generaba un gradiente de humedad negativo y de temperatura positivo. La
fauna del suelo se caracteriza por su afinidad por la humedad y por huir de la luz,
por lo que las condiciones generadas por la bombilla en la parte superior (luz, alta
temperatura y sustrato seco) resultaban hostiles y provocaban que los artropodos
descendienran hasta el vaso colector, permitiendo su recogida (Figura 19).
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i

Figura 19. Embudos de Berlese-Tullgren empleados para la extraccién de acaros del
suelo. Aportacion original.

Los embudos fueron diseflados segun el fundamento explicado anteriormente y
guedaron perfectamente sellados. Las muestras se mantuvieron en ellos de 3 a 5
dias y los artropodos se recogieron en un vaso colector que contenia etanol 70%.
Los trombiculidos extraidos se almacenaron en etanol 70% hasta su posterior

procesamiento.
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2. CLASIFICACION MORFOLOGICA

2.1. LARVAS DE TROMBICULIDOS

Las larvas recogidas de la vegetacion y de las aves se fijaron en etanol 70% y se
montaron sobre portaobjetos en medio Faure-BellEseomopraxis S. C. P.,
Barcelona, Espafa) (Chick, 2011) con ayuda de un microscopio estereoscopico.
Posteriormente, se clasificaron de acuerdo a claves morfologicas (Kudryashova,
1998) utilizando un microscopio con éptica de contraste interdiferencial (Nikon
Eclipse TiU 100W). Para ello, se determinaron los caracteres morfolégicos
(medidas estandar) de acuerdo a la nomenclatura y descripciones ds &hpff

1982. Se tomaron fotografias con una camara digital (DS-Fil, NIKON), y se
realizaron las correspondientes medidas utilizando un programa de tratamiento de
imagenes (Nikon NIS-D Elements). Ademas, se tomaron imagenes bajo un

microscopio electrénico de barrido (Leica TCS SP5).

Esta metodologia se puso a punto en nuestro laboratorio gracias a una
colaboracion con el Dr. Stekolnikov (Instituto Zooldégico, Academia de Ciencias
Rusa, Universidad de San Petersburgo, Rusia), experto en taxonomia y filogenia

de larvas de la familia Trombiculidae.

2.2. ESTADIOS POST-LARVARIOS DE TROMBICULIDOS

Los ejemplares post-larvarios conservados en etanol 70% se transparentaron en
liquido de Nesbit{Entomopraxis S. C. P., Barcelona, Espafia) y se montaron en
medio Faure-BerlesEntomopraxis S. C. P., Barcelona, Espafia) (Chick, 2011)

con ayuda de un microscopio estereoscopico.

Se establecié una colaboracion con la Dra. Makol (Departamento de Sistematica y
Ecologia de Invertebrados, Instituto de Biologia-Facultad de Medio Ambiente y
Ciencias de la Vida, Universidad de Wroctaw, Polonia), especializada en la
taxonomia y filogenia de los estadios post-larvarios de la familia Trombiculidae.
El montaje de los ejemplares se realizé en nuestro laboratorio mientras que la
clasificacién, basada en claves morfolégicas (Crossley, 1960; Wohltetahn

2007), se llevd a cabo por la Dra. Makol.
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3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1. EXTRACCION DE ADN

Las larvas de trombiculidos de vegetacibn y de aves se desinfectaron
superficialmente con etanol 70% y se aclararon con agua destilada estéril.

Para la clasificacion genética de trombiculidos de vegetacion, el ADN se extrajo

individualmente. En aquellos ejemplares de la vegetacién en los que se investigo
la presencia de bacterias, el ADN se extrajo en lotes de 10 ejemplares. En las
larvas retiradas de aves, se extrajo el ADN de los ejemplares retirados de una

misma ave (uno o varios).

Para ello, se siguieron las instrucciones del kit comercial QIAamp DNA Mini Kit

(QIAGEN, Hilden, Germany), que brevemente se detallan a continuacion:

Se afiadieron 180 pl de la solucién ATL y 20 pl de proteinasa K a cada tubo. Se
mezclaron con un vortex durante 15 s, se dio un pulso en la microcentrifuga y se
incubaron a 56°C durante al menos 3 h, mezclando con un vortex cada 30 min.
Completada la incubacién, se dio un pulso en la microcentrifuga para recuperar
las gotas que quedaban en la tapa. Se afiadieron 200 pl de la solucion AL, se dio
un vortex durante 15 s y se incubd a 70°C durante 10 min. Se centrifugé 1 min a
13.000 rpm y se afadieron 200 pl de etanol 96%. Se agitd con un vortex 15 sy se
dio un pulso en la microcentrifuga. Se transfirié todo el contenido a una columna
de extraccion en un tubo de 2 ml (suministrado en el kit). Se centrifugé a 13.000
rom durante 1 minuto. Se transfirié la columna a un tubo de 2 ml limpio y se
afladieron 500 pl de la solucion AW1. Se centrifugé a 13.000 rpm durante 1
minuto. Se traspaso la columna a un tubo de 2 ml limpio y se afiadieron 500 pl de
la solucion AW2. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 3 minutos y se cambio de
nuevo la columna a un tubo limpio de 2 ml, centrifugando a 13.000 rpm durante 1
min. Se depositd la columna de extraccion en un tubo estéril de 1,5 ml y se
afladieron 100 pl de la solucion AE. Se incubo6 a temperatura ambiente durante 5
min y se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min. El extracto de ADN se guardé a
-20°C hasta su uso.
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3.2. CUANTIFICACION DE ADN

Para determinar la concentracion de ADN de una muestra, se procedio a la lectura
de la absorbancia en el espectrofotometro a las longitudes de onda de 260 y
280 nm. A 260 nm, una densidad éptica de una unidad arbitraria de absorbancia
corresponde, aproximadamente, gu50ml de ADN de doble hebra y a pg/ml,

si el ADN es monocatenario. El valor del cociente de la lectura de absorbancias

medidas a 260 y 280 nm permite estimar la pureza de los acidos nucleicos. Si este
cociente oscila entre 1,8 y 2, el ADN de la muestra es puro y puede emplearse
(Sambrook et al1989).

3.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en cabina de PCR en las mas
estrictas condiciones de esterilidad, de tal forma que la mezcla de la reaccion se
preparé en una sala y la adicion del ADN se llevé a cabo en otra. Del mismo
modo, en el caso de reacciones de PCR anidadas o semianidadas, la segunda
reaccion, en la que se trabajaba con producto amplificado, se realizdé en otro

laboratorio.

La mayoria de los ensayos de PCR descritos en este apartado se llevaron a cabo
siguiendo los protocolos utilizados de rutina en el Laboratorio de Patégenos
Especiales (Centro de Rickettsiosis y Enfermedades Transmitidas por Artrépodos

Vectores) del Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR).

En todas las reacciones de PCR se introdujeron controles positivos y controles
negativos. Como controles positivos, se utilizo6 ADNRIekettsia amblyommii
cedido por el Dr. Labruna (Universidad de San Pablo, Brasil); de la cepa Webster
de A. phagocytophilumgcedida por los Dres. Raoult y Dumler (Unidad de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas y Tropicales Emergentes, Francia y
Hospital Johns Hopkins, EE. UU.); @ burgdorferisensu stricto, cedido por el

Dr. Fingerle (Centro Aleméan de Referencia Nacional para Borrelia, Alemania); de
C. burnetii obtenido en nuestro laboratorio de la biopsia de un paciente y de
Bartonella henselaextraido de una pulga de gatGt€nocephalides felisen

nuestro laboratorio. En la PCR de amplio espectro del gen ARNr 16S se utilizé
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ADN de Enterococcus faecalisbtenido de la biopsia de un paciente en nuestro
laboratorio. Para la identificacion genética, cuando fue posible se utiliz6 como
control positivo el ADN de un ejemplar deodes ricinusrecogido de la

vegetacion en La Rioja.

Como controles negativos se incluyeron, en cada reaccién de PCR, un tubo con
todos los componentes de la reaccion excepto los cebadores, y otro tubo con todos
los componentes salvo el ADN. Ademas, cada 23 muestras se afladidé una muestra
de agua estéril cuyo ADN se extrajo en paralelo y se incluyé en los ensayos de
PCR.

La mezcla de reaccién de PCR se prepar6 en un volumen final de 50 ul, utilizando

los componentes y las concentraciones indicadas en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR, concentracion y volumen de cada uno de
ellos.

- Concentracién Volumen por Concentracién

Componentes (distribuidor) » , »
del stock reaccion final de reaccion

Cebador directo 50 pmolfl 1y 1 pmolful
Cebador inverso 50 pmoljul 1 1 pmoljul
BIOTAQ™ ADN polimerasa5s U/l 034 0,03 Upl
(Bioline)*
Tampon de reaccién NH(10x) 5u (1x)
(Bioline)
MgCl, (Bioline) 50 mM 3u 3mM
4 dNTP mix (Bioline) 10 mM 1ul 0,2 mM
ADN molde 1,54-38,7 W 3 ngpul
Agua miliQ estéril (Sigma) Hasta completar 501 p---

* Con la excepcion de los ensayos de PCR que amplifican un fragmento largo de
aproximadamente 8 kb (Shabal., 2005) (ver tabla 4) para el cual se utilizaron los componentes
de un kit especifico (QIAGEN LongRange), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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3.3.1. IDENTIFICACION GENETICA DE LARVAS DE
TROMBICULIDOS

En paralelo a la clasificacion morfoldgica, se tj@ban la busqueda de un
fragmento génico que permitiera la identificacion de los trombiculidos mediante
técnicas de biologia molecular. Dada nuestra experiencia previa, y puesto que al
comienzo de este trabajo apenas existian secuencias nucleotidicas de la familia
Trombiculidae disponibles en la base de datos GenBank, se comenzo6 probando
diferentes parejas de cebadores utilizados en la rutina de nuestro laboratorio para
la clasificacion genética de garrapatas y otros acaros, como los genes ARNr 12S y
ARNr 16S y el espacio intergénico del ARNr 5.8S-28552). Se utilizaron
también como dianas de PCR otros fragmentos del ARN mitocondrial (ARNmt)
como el gen citrocromo BCOB)y el gen que codifica para la subunidad | de la
citocromo C oxidasadOl) (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias nucleotidicas de los cebadores de PCR, condiciones de
amplificacién y tamafios de los amplicones utilizados para la identificacion genética.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5= 3) Condiciones (tamafio del
amplicon)
ARNr 12S 94°C 5min 1 ciclo
T1B: AAACTAGGATTAGATACCCT 94°C 15 s
T2A: AATGAGAGCGACGGGCGATGT 510C 30s| 5 ciclos Beati y
68°C 30s Keirans, 2001
94°C 15 s (338 pb)
53°C 30s| 25ciclos
70°C 30s

70°C 5min 1 ciclo

o . .
ARNr 12S (12 reaccion) 94°C 1min 1 ciclo

J-199 TACTATGTTACGACTTAT 92°C 30s
) Skerrattet al.,
N-594 AAACTAGGATTAGATACCA 40°C 30s| 35ciclos 2002
68°C 1mi
ARNr 12S (22 reaccion) (395 y 355 pb)

. . .
J-233: AAGAGCGACGGGCGATGTGT 68°C 7min 1 ciclo

N-588 AAACTAGGATTAGATACCCTATTT
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Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
o . .
ARNr 125 94°C 2min 1 ciclo
12S-E TTTTTCTGGCGGTTTATTACC 92°C 20s Dermauw
12S-R CGACTTATCTATCAAAAGAGTGACC 53°C 30s| 35ciclos et al, 2009
72°C 1 mi (316 pb)
72°C 2min 1ciclo
ARNr 16S 92°C 1 min
16S+ITGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG 48°C 1 min| 10 ciclos
16S-1 CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT 72°C 1,5 min Black y
92°C 1 min Piesman, 1994
54°C 35s 32 ciclos (456 pb)
72°C 1,5 min
72°C 7 min 1 ciclo
o . .
TS 95°C 5 min 1 ciclo
RI-F: CCATCGATGTGAAYTGCAGGACA 95°C 30s Zahleret al,
RI-R: GTGAATTCTATGCTTAAATTCAGGGGGT 55°C 1 min| 35 ciclos 1995
72°C 1,5 mi (1200 pb)
72°C 7 min 1 ciclo
o . .
TS 95°C 4 min 1 ciclo |
_ Navajaset al,
LC1: CGAGTATCGATGAAGAACGCAGC 92°C 1 min 1992
HC2: ATATGCTTAAGTTCAGCGGG 52°C 1 min| 35 ciclos
_ (805 pb)
72°C 1 min
72°C 1 min 1ciclo
o . .
COI-COB 95°C 1 min 1 ciclo
COB-F: TATGCAATTTTGCGATCAATTCCT 95°C 40s Shaoet al,
CO1-R:ATCCGGGCAAAATAAGAATATACA 57°C 45s | 37 ciclos 2005
68°C 10 mi (8.511 pb)
68°C 10 min 1 ciclo
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Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
o . .
COI-COB 95°C 1min  1lciclo
COl1-F.CTATGTTGTTGCTCATTTCCACTA 95°C 40s Shaoet al,
COB-R: TAGTAATTACTGTTGCACCTCAAA 57°C 45s | 37 ciclos 2005
68 °C 10 mi (7.713 pb)
68 °C 10 min 1 ciclo
col 95°C 4min  1ciclo
772: TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG 92°C 1 min Solleret al,
773: TACAGCTCCTATAGATAAAAC 50°C 1 min| 35 ciclos 2001
72°C 1 min (334 pb)
72°C 5 min 1 ciclo
o . .
col 95°C 1 min  1lciclo
LCO: GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 95°C 1 min Folmeret al.,
HCO: TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA  40°C 1 min | 35 ciclos 1994
72°C 1,5 mi (701 pb)
72°C 7min 1 ciclo
col 94°C 1min 1 ciclo
LepF: ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 94°C 1 min
LepR: TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 45°C 1,5 min 5 ciclos
) Younget al.,
72°C 1,5mi
2012
94°C 1 min
) ) (658 pb)
50°C 1,5 min 35 ciclos
72°C 1,5 mi

72°C 5 min 1 ciclo

Y:CIT
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3.3.2. DETECCION DE BACTERIAS EN LARVAS DE TROMBICUL IDOS

Para la deteccion de bacterias en las larvas debicdhdos se emplearon
reacciones de PCR que amplificaban el gen ARNr 16S, asi como fragmentos
génicos deRickettsia spp., A. phagocytophilum, Borreliapp., C. burnetji
Bartonella sppy O. tsutsugamushi

3.3.2.1. ARNr 16S universal de bacterias

En la tabla 5 se detallan las condiciones de PCR lgaamplificacion del gen

ARNTr 16S universal de bacterias.

Tabla 5. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion
del gen ARNr 16S universal de bacterias

Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
ARNr 16S 95°C 10 min 1 ciclo
fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 95°C 30s Weisburget al,
rP2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT 53°C 30s| 40 ciclos 1991
72°C 90 s (1.500 pb)

72°C 3 min 1 ciclo

3.3.2.2. Rickettsia spp.

Para llevar a cabo la amplificacion @&eckettsia spp. se utilizaron cebadores
especificos para los genesipA, ompB, gltA htrA de dicho género bacteriano,
gue codifican un antigeno de superficie de 190 kDa y 120 kDa, la enzima citrato
sintasa y una proteina antigénica de 17 kDa, respectivamente (Tabla 6).
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Tabla 6. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion
de los genes ompA, ompB, gitAtrA del género Rickettsia.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5= 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
o : .
ompA (12 reaccion) 95°C 3min 1 ciclo
Rr190.70 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 95°C 20s Regneryet al,
Rr190.701 GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 46°C 30s 35 ciclos 1991
63°C 1 mi (631 pb)
72°C 7 min 1 ciclo
o : .
ompA (22 reaccion) 96°C 2 min 1 ciclo
Rr190.70 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 94°C 30s
. Rouxet al, 1996
Rr190.602 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT 49°C 30s| 35ciclos
(532 pb)
72°C 45s
72°C 7 min 1 ciclo
o : .
ompB (12 reaccion) 95°C 5min 1 ciclo
OF: GTAACCGGAAGTAATCGTTTCGTAA 95°C 15 ]
_ Choiet al, 2005
OR: GCTTTATAACCAGCTAAACCACC 54°C 15s| 35ciclos
(511 pb)
72°C 30s
72°C 3min 1 ciclo
ompB (22 reaccién)* 95°C 5min 1 ciclo
SFG-IF: GTTTAATACGTGCTGCTAACCAA 95°C 15s )
) Choiet al, 2005
TG-IF :AAGATCCTTCTGATGTTGCAACA 56°C 15s| 35 ciclos
(420/230 pb)
SFG/TG-IR:GGTTTGGCCCATATACCATAAG  72°C 30s
72°C 3min  1ciclo
o . .
gltA (regioén central) (12 reaccion) 95°C 1min 1 ciclo
Regneryet al,
CS.877p GGGGGCCTGCTCACGGCGG 95°C 20s )
) 1991; Choiet al,
CS.1258n:ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 49°C 30s 35 ciclos 2005
60°C 2 min
(381 pb)
60°C 7 min 1 ciclo
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Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
o . .
gltA (regién central) (22 reaccion) 95°C 5 min 1 ciclo
Regneryet al,
CS.896p:GGCTAATGAAGCAGTGATAA 95°C 15 )
_ 1991; Choiet al,
CS.1233n GCGACGGTATACCCATAGC 54°C 15 35 ciclos 2005
72°C 30
(337 pb)
72°C 3 min 1 ciclo
o : .
gltA (extremo 5) 95°C 3 min 1 ciclo
78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 95°C 155 Labrunaet al,
323GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT  48°C 30s| 40 ciclos 2004
72°C 30s (401 pb)
72°C 7min 1 ciclo
o . .
htr A 94°C 3min 1 ciclo o
_ Oliveiraet al,
17kDa-1 GCTCTTGCAACTTCTATGTT 94°C 1 mi
_ ) 2002; Webb
17kDa-2: CATTGTTCGTCAGGTTGGCA 48°C 5 min 35 ciclos
. etal, 1990
72°C 2 mi
(434 pb)

72°C 5 min 1 ciclo

*Para la deteccion del gesmpB de Rickettsiadel Grupo Fiebres Manchadas se utilizaron los
cebadores SFG-IF y SFG/TG-IR. Para la deteccion debggBde Rickettsiadel Grupo Tifus se
utilizaron los cebadores TG-IF y SFG/TG-IR.

3.3.2.3. Anaplasma phagocytophilum

Se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizandodogba especificos del gen
msp2(proteina mayor de superficie) y del gen ARNr 16Rdphagocytophilum.
(Tabla 7).
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Tabla 7. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion
para Anaplasma phagocytophilum.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5= 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
94°C 4 min 1 ciclo
msp2 .
Zeidneret al,
msp3F. CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG 94°C 30s 2000:
msp3R GCCCAGTAACAACATCATAAGC 55°C 30s | 40ciclos (334 ,b)
p

72°C 1 mi

72°C 5 min 1 ciclo

o . .
ARNr 16S (12 reaccion) 95°C 2min L ciclo

g3a CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 94°C 30s Massunget al,
gl0r: TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 55°C 30s| 40 ciclos 1998
72°C 1 mi (932 pb)

72°C 5 min 1 ciclo

o . .
ARNr 16S (22 reaccion) 95°C 2min 1 ciclo

ge9f: AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 94°C 30's Massuncet al,
ge2 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 55°C 30's | 30 ciclos 1998
72°C 1 min (546 pb)

72°C 5 min 1 ciclo

3.3.2.4. Brrelia spp.

Se realizaron ensayos de PCR utilizando como diarnfeagmento del gen de la
flagelina (laB) y del espacio intergénic6S-23S del ARNr deBorrelia spp.
(Tabla 8).
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Tabla 8. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion

de Borrelia spp.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
o . .
flaB (12 reaccion) 95°C 1min 1 ciclo
flaB1:AARGAATTGGCAGTTCAATC 94°C 30s
) Clarket al, 2005
flaB2: GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG 52°C 30s| 40ciclos (497 pb)
68°C 45s P
72°C 5min 1 ciclo
o . .
flaB (22 reaccion) 95°C 1min 1 ciclo
flaB3:ACATATTCAGATGCAGACAGAGGTTCTA 94°C 30s
) Clarket al, 2005
flaB4:GAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGT 55°C 30s| 30 ciclos (389 pb)
68°C 45s P
72°C 5min 1 ciclo
o : .
5S-23S ARNr(12 reaccion) 94°C 3min 1 ciclo .
Rijpkemaet al,
23SC1 TAAGCTGACTAATACTAATTACCC 94°C 30s 1995
23SN1 ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC 52°C 30s | 25ciclos (380 pb)
72°C 1 min P
72°C 5min 1 ciclo
o : .
5S-23S ARNTr(22 reaccion) 94°C 5min 1 ciclo
5SCB GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG 94°C 30s Rijpkemaet al,
23SN2 ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA 55°C 30 s | 40 ciclos 1995
72°C 1 min (226 pb)
72°C 5min 1 ciclo

R =AIG, W=A/T

3.3.2.5. Coxidlla burnetii

Se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizandodoebs especificos del gen de

la enzima superoéxido dismutadapA) y de la secuencia de inserciori1S1 de

C. burnetii(Tabla 9).
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Tabla 9. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion
de Coxiella burnetii.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5= 3’) Condiciones (tamafio del
amplicon)
htpA 95°C 2 min 1 ciclo
CB-1: ACTCAACGCACTGGAACCGC 95°C 20s Stein y Raoult,
CB-2: TAGCTGAAGCCAATTCGCC 50°C 1 min| 30 ciclos 1992
72°C 2 min (257 pb)
72°C 5 min 1 ciclo
1IS1111 “touchdown PCR” 94°C 30s
Transl: TATGTATCCACCGTAGCCAGTC 66-61°C 1 min 1 ciclo
Trans2: CCCAACAACACCTCCTTATTC 72°C 1 min Willemset al,
94°C 30s 1994
60°C 1 min| 35ciclos (687 pb)
72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo

3.3.2.6. Bartonella spp.

Se realizaron ensayos de PCR utilizando como diengen de la subunidad beta
de la ARN polimeras@&poB) y el espacio intergenico 16S-23S del ARNIS) de
Bartonella spp. (Tabla 10).

Tabla 10. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de
amplificacion de Bartonella spp.

Referencia
Secuencia de los cebadores (54> 3) Condiciones (tamario del
amplicon)
rpoB 94°C 2min 1 ciclo
1400F:CGCATTGGCTTACTTCGTATG 94°C 30s Renesteet al,
2300R GTAGACTGATTAGAACGCTG 53°C 30s | 35ciclos 2001
72°C 1 min (825 pb)

72°C 2 min 1 ciclo
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Referencia
Secuencia de los cebadores (5> 3) Condiciones (tamafio del

amplicon)

20°C 10 min 1 ciclo YeNseretak, 2000

ITS

) B. bacilliformis
302p CTCTTCGTTTCTCTTTCTTCA 95°C 2 min (211pb)
473n AACCAACTGAGCTACAAGCC 95°C 1 min| 45ciclos B. clarridgeiae

60°C 1min (154 pb)
B. elizabethae
72°C 30s 1 ciclo (241 pb)
B. henselae
(172 pb)
B. quintana
(157 pb)

B. vinsonii
(260 pb)

3.3.2.7. Orientia tsutsugamushi

Se llevo a cabo una PCR anidada del g&# que codifica un antigeno de
superficie de 56 KDa (Tabla 11).

Tabla 11. Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de
amplificacién de Orientia tsutsugamushi.

Referencia
Secuencia de los cebadores (5% 3’) Condiciones (tamafio del

amplicon)

0 . .
TSA (12 reaccién) 94°C 5min  1ciclo

F6: GTTGGAGGAATGAATTACTGG 94°C 30 s Lin etal. 2011
in et al,
R6: AGCGCTAGGTTTATTAGCAT 57°C 2 min| 30 ciclos
_ (806 pb)
70°C 2 min
72°C 5 min 1 ciclo
o . .
TSA (22 reaccion) 94°C 5 min 1 ciclo
F7: AGGATTAGAGTGTGGTCCTT 94°C 30 s ]
. ) Lin et al, 2011
R7: ACAGATGCACTATTGGCAA 57°C 2 min[ 30 ciclos
. (653 pb)
70°C 2 min|

72°C 5 min 1 ciclo
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3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para la visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR, se utilizé la técnica
de electroforesis horizontal en gel de agarosa. Los geles se prepararon con agarosa
(Pronadisa) a una concentracion en el rango 0,8-1,2% en tampon TBE [54 g/l Tris
(hidroximetil) aminometano; 27,5 g/l &cido borico; 20 ml EDTA 0,5 M, pH8] y
bromuro de etidio (Bio-Rad) a una concentracion final de 0,5 g/ml. Cada muestra
se prepard mezclando 5 pl de ADN con 2 pl de tampdn de carga [sacarosa 40%
(p/V); azul de bromofenol 0,25% (p/V); xilene cianol 0,25% (p/V)]. Se utilizaron

los marcadores de peso molecular Hyperladder IV y V (Bioline) y High DNA
Mass Ladder (Life Technologies), segun el tamafio del amplicén. Una vez
cargadas las muestras en el gel, éste se sumergido completamente en tampon TBE
en la cubeta de electroforesis. El ADN migré a 80-100 voltios desde el polo
negativo al positivo durante el tiempo necesario para la separacion adecuada de
los fragmentos de interés. Cuando el frente de la carrera alcanz6 el 75-100% de la
longitud del gel, éste se visualizo en un transiluminador a 340 nm, y se fotografio
con un sistema captador de imagenes Gel"DoR, (BioRad) mediante el

software Quantity One.

3.5. SECUENCIACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
POSITIVOS

Las muestras positivas se purificaron y secuenciaron en la Unidad de Diagndéstico
Molecular (CIBIR). Las secuencias nucleotidicas obtenidas se analizaron
utilizando el editor de secuencias biologicas BioEdit
(<http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmI>) y se compararon con las
disponibles en la base de datos GenBank usando el programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), disponible en
<http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi>. Los alineamientos de secuencias se
llevaron a cabo con la herramienta Clustalw2

(<http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/>).
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3.6. INCORPORACION DE SECUENCIAS A LA BASE DE DATOS
GENBANK

En los casos en que por su caracter novedoso se consideré oportuno, las
secuencias nucleotidicas y su traduccién a proteinas se depositaron en GenBank
empleando el programa Sequin (<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/>).
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4. DESCRIPCION DE CASOS HUMANOS Y CANINOS

4.1. CASOS HUMANOS

Con el objeto de captar el mayor nimero posible de casos para realizar una
correcta descripcion clinica se editaron dipticos y carteles (Anexos |y Il) que
fueron distribuidos por los Centros de Salud y Consultorios de Salud de La Rioja
(Figura 20 a y b). En ellos se avisaba del riesgo de padecer esta afeccién en las
salidas al campo en las zonas de riesgo y se explicaban los principales signos y
sintomas. Ademas, se facilitaba un teléfono de contacto y una direccion de correo

electrénico en caso de que se requiriera informacion adicional o valoracién

clinica.

Figura 20. a)Dipticos en el Centro de Salud de Ortigosa de CambydSartel en La
Venta de Piqueras (Lumbreras). Aportacion original.

Asi, se llevd a cabo una busqueda prospectiva de personas con cuadros
caracterizados por lesiones cutaneas eritematosas pruriginosas en la época y lugar
compatibles con trombiculiasis. Se reclutaron los pacientes que acudieron al
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Departamento de Enfermedades Infecciosas del Hospital San Pedro y las personas
que se pusieron en contacto con nosotros refiriendo sintomatologia similar y
antecedente de contacto con vegetacion. A todos ellos se les explicé en qué
consistia el estudio y cada paciente ley6 y firmo6 el consentimiento informado. En

la primera visita se realiz6 una anamnesis exhaustiva de cada caso y se invité a
cada paciente a rellenar una encuesta clinico-epidemiolégica (Anexo Ill) y a la
toma de fotografias de las lesiones cutaneas. En los casos en los que fue necesario

se llevo a cabo el seguimiento de los pacientes en consulta.

4.2. CASOS CANINOS

Ademas de difundir informacion sobre los casos de trombiculiasis canina en los
dipticos y los carteles indicados arriba, se realizé una busqueda prospectiva de
casos mediante el contacto con clinicas veterinarias de La Rioja. Tanto los duefios
de los animales afectos como los veterinarios fueron informados de los objetivos
del estudio. Una vez autorizado, para cada caso se completé un formulario con los

datos clinicos de interés (Anexo V).
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1. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

1.1. MUESTREOS DE LARVAS DE TROMBICULIDOS EN
VEGETACION

Durante 2008, 2009 y 2010 se recogieron 23.393 trombiculidos en los 50
muestreos realizados sobre la vegetacion en La Pineda. La técnica de arrastre no
permitié conocer la distribucion exacta de los trombiculidos en la vegetacion. Sin
embargo, con la técnica de captura directa se puso de manifiesto que la mayoria
de las larvas de trombiculidos se situaban en los &pices de plantas herbéaceas,
como Brachypodiumsp., entre 15-40 cm de altura, y en ramas secas de pinos

(P. sylvestrisa 25-50 cm del suelo, entre otros tipos vegetales (Figura 21).
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Figura 21. Grupos de larvas de trombiculidos en la vegetacién de La Pineda. Aportacion
original.

A continuacioén se detallan los resultados de los muestreos realizados durante los 3
afos de estudio.

1.1.1. ANO 2008

El 21 de agosto de 2008 fue el primer dia de muesneel que se recogieron
larvas de trombiculidos de la vegetacion (n=25). El sumatorio de trombiculidos de
los 14 muestreos realizados ascendio a 4ef@mplares. De ellos, se recogieron
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886 y 1.208 larvas en los puntos fijo y variable, respectivamente, mediante la
técnica de arrastre, y 2.613 larvas utilizando la técnica de captura directa. Ver
tabla 12 y figura 22.

Tabla 12. Larvas de trombiculidos recogidas en los muestreos realizados durante 2008.

Fecha NUmero de larvas

(dia-mes-afio) Punto fijo Punto variable Captura directa Total

14-08-08 0 0 0 0
21-08-08 2 3 20 25
28-08-08 59 42 97 198
04-09-08 63 86 292 441
11-09-08 81 107 271 459
18-09-08 87 168 323 578
25-09-08 141 178 324 643
03-10-08 123 163 221 507
10-10-08 109 142 372 623
17-10-08 95 135 314 544
21-10-08 68 96 329 493
27-10-08 47 61 35 143
04-11-08 11 27 15 53
12-11-08 0 0 0 0
TOTAL 886 1.208 2.613 4.707
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Figura 22. Larvas de trombiculidos recogidas en el punto fijo y en el punto variable
mediante la técnica de arrastre durante 2008.

1.1.2. ANO 2009

Durante 2009, las primeras larvas de la vegetaaiénil) se recogieron en el
muestreo del dia 19 de agosto de 2009. Como resultado de los 18 muestreos
realizados se obtuvo un total de 5.232 larvas. De éstas, 876 se recogieron
utilizando la técnica de arrastre en el punto fijo, 1.163 en el punto variable, y

3.193 mediante la técnica de captura directa. Ver tabla 13 y figura 23.

Tabla 13. Larvas de trombiculidos recogidas en los muestreos realizados durante 2009.

Fecha Numero de larvas

(dia-mes-afio) Punto fijo Punto variable Captura directa Total
12-08-09 0 0 0 0
19-08-09 0 4 7 12
26-08-09 1 4 14 18
02-09-09 70 47 61 178
09-09-09 86 198 154 438
15-09-09 105 223 286 614
23-09-09 171 190 658 1019
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Fecha Numero de larvas

(dia-mes-afio) Punto fijo Punto variable Captura directa Total
29-09-09 149 176 139 464
08-10-09 132 109 489 730
15-10-09 61 58 175 294
23-10-09 54 47 441 542
29-10-09 26 24 558 608
05-11-09 2 22 151 175
13-11-09 1 16 25 42
19-11-09 14 3 15 32
24-11-09 2 17 20 39
02-12-09 2 25 nr 27
10-12-09 0 0 0 0
TOTAL 876 1.163 3.193 5.232

nr: no recogidas
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Figura 23. Larvas de trombiculidos recogidas en el punto fijo y en el punto variable
mediante la técnica de arrastre durante 2009.
1.1.3. ANO 2010

En el muestreo del dia 31 de agosto del 2010, sgisgron las primeras larvas de
la vegetacion (n=5). En total, se recolectaron 13.454 larvas durante los 18

muestreos realizados, 1.112 y 2.851 ejemplares mediante la técnica de arrastre, en
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los puntos fijo y variable, respectivamente, y 9.491 individuos recogidos por
captura directa. Ver tabla 14 y figura 24.

Tabla 14. Larvas de trombiculidos recogidas en los muestreos realizados durante 2010.

Fecha Numero de larvas

(dia-mes-afo) punto fijo Punto variable Captura directa  Total
24-08-10 0 0 0 0
31-08-10 0 5 0 5
07-09-10 5 30 121 156
14-09-10 8 21 260 289
19-09-10 35 58 266 359
27-09-10 75 35 1277 1387
02-10-10 114 215 1620 1949
13-10-10 220 477 940 1637
19-10-10 280 310 790 1380
29-10-10 197 341 1650 2188
04-11-10 71 482 2567 3120
11-11-10 46 153 nr 199
16-11-10 5 188 nr 193
24-11-10 16 265 nr 281
01-12-10 32 72 nr 104
13-12-10 5 138 nr 143
20-12-10 3 61 nr 64
28-12-10 0 0 0 0
TOTAL 1.112 2.851 9.491 13.454

nr: no recogidas
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Figura 24. Larvas de trombiculidos recogidas en el punto fijjo y en el punto variable
mediante la técnica de arrastre durante 2010.

En la figura 25 se muestran los datos totales de trombiculidos recogidos en el
punto fijo y en la figura 26, los del punto variable, para 2008, 2009 y 2010. En La
Pineda, utilizando la técnica de arrastre se recogieron 2.874 larvas en el punto fijo
y 5.222 en el punto variable, mientras que mediante captura directa se obtuvo un
total de 15.297 larvas.
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Figura 25. Larvas de trombiculidos recogidas mediante la técnica de arrastre en el punto
fijo durante los tres afios de muestreo (2008-2010).
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Figura 26. Larvas de trombiculidos recogidas mediante la técnica de arrastre en el punto
variable durante los tres afios de muestreo (2008-2010).

Con los muestreos realizados en otras zonas de interés, se confirmo la presencia
de larvas de trombiculidos en la vegetacion en los alrededores de la Venta de
Piqueras y Valdecalvo (Lumbreras), Ajamil de Cameros, Fuente Tosca (Océn) y
Villavelayo (ver tabla 15, figura 27). Estas zonas son parajes de bosques de pino
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silvestre, rebollaresQuercus pirenaica), hayedosdggus sylvatica) y bosques

mixtos. En estos muestreos se recogieron 7.289 larvas de trombiculidos.

Tabla 15. Larvas de trombiculidos recogidas en zonas de interés, excluida La Pineda.

; Fechas :

Paraje 5 . Numero de larvas
(dia-mes-afio)

Venta de Piqueras 15-10-09 1.053
19-10-09 1.203
4-11-10 897

Valdecalvo 15-10-09 683
19-10-09 607
4-11-10 365

Ajamil de Cameros 7-10-10 437

Fuente Tosca (Ocon) 7-10-10 932

Villavelayo 4-11-10 1.112

En la figura 27 se detallan los municipios de La Rioja en los que se recogieron
larvas de trombiculidos en la vegetacién. La figura 28 muestra imagenes de

algunos de los lugares en los que se encontraron estas larvas.

Vegetacion
] Ajamil de Cameros
] Lumbreras
[ Ocon

- Villavelayo

Figura 27. Mapa de La Rioja con los lugares donde se han encontrado larvas de
trombiculidos en la vegetacion. Modificado de www.iderioja.larioja.org.
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Figura 2
Bosque mixto en la Venta de Piqueras (Lumbreras). Aportacion original.

1.2. MUESTREOS DE LARVAS DE TROMBICULIDOS EN AVES

Coincidiendo con el anillamiento de aves se retiraron 41 larvas de trombiculidos
de 16 ejemplares, correspondientes a las siguientes espgitlescus rubecula
petirrojo europeo (n=11)Garrulus glandarius o arrendajo (n=1), Turdus
philomeloso zorzal comun(n=2) y Fringilla coelebso pinzén vulgar (n=2).

Veintisiete larvas estaban poco alimentadas y 14 alimentadas (Tabla 16).
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Tabla 16. Larvas de trombiculidos y grado de engorde de las mismas recogidas de cada
ejemplar de ave en los anillamientos.

Larvas de trombiculidos (n=41)

Fecha NUmero y especie de :
(dia-mes-afio) aves n n/ejemplar Grado de engorde
de ave (n)
22-11-09 2 Erithacus rubecula 2 1 poco alimentada (2)
23-01-10 2 Turdus philomelos 4 2 poco alimentada (4)
19-09-10 8 Erithacus rubecula 29 1-7 poco alimentada (18)
alimentada (11)

2 Fringilla coelebs 2 1 poco alimentada (2)

1 Garrulus glandarius 3 3 alimentada (3)
16-10-10 1 Erithacus rubecula 1 1 poco alimentada (1)

A excepcion de 3 larvas retiradas de 3 ejemplares de un petirrojo y 4 larvas de 2
zorzales comunesapturados en Santa Eulalia, las 34 larvas restantes procedian de
los muestreos de La Pineda (Figura 29). Las larvas se encontraron adheridas a las

aves alrededor de los ojos y la cloaca (Figura 30).

Aves
Lumbreras
[ Santa Eulalia

Figura 29. Mapa de La Rioja con los lugares donde se han recogido larvas de
trombiculidos de aves. Modificado de www.iderioja.larioja.org.
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Figura 30. Larvas de trombiculidos alimentandose en la zona de la cloaca de un petirrojo
europeo Erithacus rubecula) capturado en La Pineda. Aportacién original.

1.3. MUESTREOS DE ESTADIOS POST-LARVARIOS DE
TROMBICULIDOS EN EL SUELO

Durante 2008 y 2009 no se encontraron trombiculidos en las muestras de tierra
analizadas. Por el contrario, se obtuvieron 10 ejemplares de trombiculidos en
estadios post-larvarios de las muestras de tierra recogidas durante 2010. Los datos
de fechas, nimero de ejemplares y profundidad a la que fueron encontrados se
muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Datos de los muestreos de estadios post-larvarios de trombiculidos en el suelo.

e Numero de trombiculidos  Profundidad (cm)

(dia-mes-afio)

14-05-10 4 30-45
24-06-10 2 30-45
28-07-10 4 1-15
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2. CLASIFICACION MORFOLOGICA

2.1 LARVAS DE TROMBICULIDOS

2.1.1. LARVAS RECOGIDAS DE LA VEGETACION

Dado que el montaje de las larvas de trombiculidevip a su clasificacion
morfolégica puede afectar negativamente a los resultados de las técnicas de
biologia molecular, se clasific6 aproximadamente un 10% de los ejemplares
recogidos durante los tres afios de muestreos en vegetacion. Asi, se seleccionaron
al azar 3.000 especimenes recogidos en La Pineda (n=2.300), la Venta de Piqueras
(n=300), Valdecalvo (n=160), Villavelayo (n=110), Fuente Tosca (n=90) y Ajamil

de Cameros (n=40). Todos los ejemplares se clasificaron como larvas sin

alimentar de N. inopinata (Figuras 31y 32).

Figura 31. Larva deNeotrombicula inopinata vista al microscopio 6ptico. Aportacion
original.
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Figura 32. a) Larva deNeotrombicula inopinata vista al microscopio 6ptico con éptica
de contraste interdiferencialb) Larva deN. inopinata vista al microscopio electrénico
de barrido. Aportacién original.

La especieN. inopinata se caracteriza por poseer la seta galeal lisa (situada en el
I6bulo del hipostoma entre la sérrula del quelicero y el palpo, a cada lado), setas
ramificadas en el fémur y la gena del palpo, setas dorsales y laterales lisas y seta
ventral ramificada en la tibia del palpo, 3 setas genuales y 1 seta microgenual |
(setas lisas de la gena de las patas), presencia de una seta lisa larga en el tarso de
la pata Ill (nastitarsala), 2 setas humerales (setas dorsales del margen mas
anterior del idiosoma) y entre 36-45 setas dorsales del idiosoma organizadas en
(6—11)-(8-13)-(6—10)-(2—10)-(2—-9)-(0-6), con la variacion tipica 8-8-8(6)-4-6-2.

En la figura 33 se reflejan las principales medidas necesarias para la clasificacion

de las larvas de trombiculidos sobre una imagen de N.inopinata.
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Figura 33. Vista dorsal (a), ventral (b), detalle del escudo (c) y detalle de las patas (d) de
un ejemplar déNeotrombicula inopinataDetalle de algunas de las medidas requeridas
para su clasificacion morfologica. Aportacion original.

AW: distancia entre las setas anterolaterales del escudo; PW: distancia entre las setas
posterolaterales del escudo; SB: distancia entre las bases de las sensilias; ASB: distancia desde la
base de la sensilia hasta el extremo del margen anterior del escudo; PSB: distancia desde la base de
la sensilia hasta el extremo del margen posterior del escudo; SD: ASB+PSB; AP: distancia entre
las setas anterolaterales y posterolaterales del escudo (de un lado); AM: longitud de la seta
anteromediana del escudo; AL: longitud de la seta anterolateral del escudo; PL: longitud de la seta
posterolateral del escudo; S: longitud de la sensilia; H: longitud de las setas humerales del
idiosoma; D: longitud de las setas dorsales; V: longitud de las setas ventrales; pa: longitud de la
pata | (incluida la coxa); pm: longitud de la pata Il (incluida la coxa); pp: longitud de la pata Il
(incluida la coxa); Talll: longitud del tarso de la pata Ill; dmt: distancia desde la base del tarso a la
base de la seta mastitarsal de la pata IIl.

En la tabla 18 se listan las medidas obtenidas de las larvas de vegetacion de
N. inopinata clasificadas morfolégicamente en este estudio (Tabla 18).
2.1.2. LARVAS RETIRADAS DE AVES

Del total de ejemplares retirados de aves (h=41}etexccionaron 13 larvas (10
retiradas de 6 petirrojos, 2 de 2 zorzales comunes, y 1 de 1 pinzén vulgar) para su

clasificacion morfoldgica. Se escogieron aquellos ejemplares poco alimentados y
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en los cuales las estructuras necesarias para la identificacion morfolégica
presentaban un buen estado de conservacion, ya que el grado de engorde dificulta
tanto el seguimiento de las claves taxonémicas como el montaje requerido para la

clasificacion (Figura 34, tabla 18).

Figura 34. Larva alimentada dbleotrombiculainopinata retirada de un ejemplar de
petirrojo europeoHrithacus rubecula). Aportacion original.

Las 13 larvas fueron clasificadas coioinopinata. Las caracteristicas de estos
ejemplares coinciden con la descripcion detallada anteriormente en la seccion
2.1.1.

En la tabla 18 se listan las medidas de los caracteres morfoldgicos evaluados
durante la clasificacion morfolégica, tanto de las larvas recogidas de la vegetacién

(n=3.000) como de las retiradas de aves (n=13).
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Tabla 18. Medidas estandar de las larvaddetrombicula inopinatalasificadas en este
estudio.

Caracter Medida minima (um) Medida maxima (um) Media

AW 68 81 74
PW 82 95 88
SB 26 36 31
ASB 29 33 31
PSB 25 32 29
SD 54 65 60
P-PL 22 31 26
AP 26 33 30
AM 41 56 48
AL 38 46 42
PL 52 62 57
s 66 84 75
H 54 64 59
D 37 60 48
Vv 27 49 39
pa 308 338 324
pm 263 297 281
pp 306 337 320
Ip 877 972 924
DS 36 45 40
VS 22 31 26
NDV 58 76 66
Talll 76 86 82
dmt 9 16 12
m-t 0,118 0,186 0,146

AW: distancia entre las setas anterolaterales del escudo; PW: distancia entre las setas
posterolaterales del escudo; SB: distancia entre las bases de las sensilias; ASB: distancia desde la
base de la sensilia hasta el extremo del margen anterior del escudo; PSB: distancia desde la base de
la sensilia hasta el extremo del margen posterior del escudo; SD: ASB+PSB; P-PL: distancia desde
el nivel de la seta posterolateral del escudo al extremo posterior del margen del escudo; AP:
distancia entre las setas anterolaterales y posterolaterales del escudo (de un lado); AM: longitud de
la seta anteromediana del escudo; AL: longitud de la seta anterolateral del escudo; PL: longitud de
la seta posterolateral del escudo; S: longitud de la sensilia; H: longitud de las setas humerales del
idiosoma; D: longitud de las setas dorsales; V: longitud de las setas ventrales; pa: longitud de la
pata | (incluida la coxa); pm: longitud de la pata Il (incluida la coxa); pp: longitud de la pata Il
(incluida la coxa); Ip: indice de patas (pa+pp+pm); DS: nimero de setas dorsales del idioma; VS:
namero de setas ventrales del idiosoma; NDV: niumero de setas del idiosoma (DS+VS); Talll:
longitud del tarso de la pata lll; dmt: distancia desde la base del tarso a la base de la seta
mastitarsal de la pata Ill; m-t: ratio dmt/Talll (ver figura 33).
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2.2. ESTADIOS POST-LARVARIOS DE TROMBICULIDOS

Los 10 ejemplares de trombiculidos encontrados en las muestras de tierra se
clasificaron como adultos d¥. inopinata (Figura 35). En todos los ejemplares

excepto en 1 se logré identificar el género: 6 hembras y 3 machos.

Figura 35. Adultos de Neotrombicula inopinata. Aportacion original.
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3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Los controles positivos y negativos funcionaron correctamente en todos los

ensayos de PCR.

3.1 IDENTIFICACION GENETICA DE LARVAS DE
TROMBICULIDOS

3.1.1. LARVAS RECOGIDAS DE LA VEGETACION

Con el fin de identificar genéticamente la especiespecies de trombiculidos
presentes en nuestro medio se analizaron 115 extractos de ADN de larvas de
trombiculidos recogidas de vegetacion con cada pareja de cebadores de PCR. No
se logré amplificar ningun fragmento génico al utilizar como dianas de PCR los
genes ARNr 12S, ARNr 163TS2y COI-CORB Entre las diferentes parejas de
cebadores utilizadas para testar las muestras frente a&f@gninicamente se
detectaron bandas del tamafio esperado con los cebadores LepF y LepR. A la vista
de estos resultados positivos, el nUumero de ejemplares analizados en este ensayo
se incrementd hasta un total de 480. De ellos, en 376 se amplific6 €iQjen
Todos los amplicones fueron secuenciados. Las secuencias nucleotidicas
obtenidas fueron idénticas entre si y mostraron maxima identidad (76,9%) con la
del genCOl dePatricius lucifer(Insecta: Lycaenidae) (n° de acceso en GenBank:
JX093475), depositandose en GenBank con n°® de acceso KR337639 (ver seccién
3.3).

3.1.2. LARVAS RETIRADAS DE AVES

Dado que el numero de larvas de trombiculidos relesgde aves (n=41) fue muy

inferior al nUmero de especimenes de vegetacion (n=23.393), y ante los reiterados
resultados negativos obtenidos durante largas temporadas con los diferentes
ensayos de PCR realizados para la clasificacion genética de estos acaros, se
decidi6 reservar estos ejemplares para testar la deteccion de bacterias mediante

técnicas de biologia molecular.
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3.2. DETECCION DE BACTERIAS EN LARVAS DE
TROMBICULIDOS

3.2.1. LARVAS RECOGIDAS DE LA VEGETACION

Como primer cribado para el estudio de bacteriaseptes en trombiculidos se
utilizaron los cebadores fD1 y rP2 en una PCR de amplio espectro que amplifica
casi la totalidad del gen ARNr 16S de la mayoria de las bacterias. Como estrategia
inicial, se realizO este ensayo en 100 lotes de trombiculidos de vegetacion
constituidos por 10 larvas cada uno. En 26 de ellos se obtuvieron bandas débiles
del tamafio esperado. Los intentos de secuenciacidn directa de estos amplicones
fueron infructuosos en todos los casos, y se decidié continuar la investigacion de
microorganismos utilizando otras parejas de cebadores para diferentes géneros
bacterianos asociados a artropodos descritas en Material y Métodos. Todos ellos
se testaron en un total de 1.500 lotes.

Utilizando las parejas de cebadores especificos de los genes ricketisipkeg

ompB no se logré amplificaRickettsiaspp. en ninguno de los 1.500 lotes
analizados. Por el contrario, se obtuvieron bandas compatibles con infeccion por
Rickettsia spp. en 41 de los 1.500 lotes al utilizar una PCR anidada disefiada para
la regidn central del gegltA. Los amplicones correspondientes a estos 41 lotes
con resultado positivo fueron secuenciados. De ellos, 11 secuencias nucleotidicas
fueron idénticas entre si y mostraron maxima identidad (99,3%) con el gen gltA de
una Rickettsiaque causa la muerte de los machosAdialia decempuntata
(Insecta: Coccinellidae) durante la embriogénesis (n° de acceso en GenBank:
AJ269522). Esta secuencia se incluyé en GenBank con n°® de acceso KR337640
(ver seccion 3.3). Por otra parte, 9 secuencias fueron idénticas entre si y mostraron
maxima identidad (98,3%) con la secuenciagttd de Rickettsia belli(n® de
acceso en GenBank: U59716). La secuencia obtenida se incluyé en GenBank con
namero de acceso KR337641 (ver seccion 3.3). Ademas, 9 muestras mostraron
secuencias nucleotidicas homélogas (100% identidad) a dgétAlele Rickettsia
heilongjiangensis(n® de acceso en GenBank: AF178034). Otras 9 secuencias
fueron idénticas entre si y a su vez homologas a la secuergliéd de Rickettsia

conorii (n°® de acceso en GenBank: AE006914). Las 3 muestras restantes

mostraron 90,4% identidad con la secuencia del gjeh de unaRickettsia
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endosimbionte dBhaphium crassipeg®iptera: Dolichopodidae) (n° de acceso en
GenBank: JQ925545), quedando depositadas en GenBank con n° de acceso
KR337642 (ver seccion 3.3).

Estos 41 lotes que resultaron positivos para ebiién(region central) se testaron
ademds con cebadores dirigidos frente al extremo 5 de ese mismo gen y con
cebadores especificos para la deteccion delhgek Desafortunadamente, en

estos casos no se obtuvo ningun resultado positivo.

Utilizando las diferentes parejas de cebadores descritas en la seccion de material y
métodos, la deteccion dé. phagocytophilum, Borrellia sppC. burnetii,
Bartonella spp.y O. tsutsugamushresultd infructuosa en los 1.500 lotes

analizados.

3.2.2. LARVAS RETIRADAS DE AVES

De las 41 larvas retiradas de aves, se disponi& égthplares (14 alimentados y
14 poco alimentados) para la deteccion de bacterias mediante técnicas de biologia
molecular, puesto que en los 13 restantes (poco alimentados) se habia realizado el

montaje previo a la clasificacion morfologica.

Como se ha explicado en la metodologia, los especimenes se procesaron
individualmente (en caso de encontrar una larva por ave) o en lotes constituidos
por las larvas retiradas de cada ejemplar de ave. De este modo, se extrajo
individualmente el ADN de 6 larvas retiradas de 3 petirrojos, 2 zorzales comunes
y 1 pinzén vulgar. Por otra parte, se extrajo el ADN de 5 lotes de larvas: un lote
gue contenia 3 ejemplares retirados de un arrendajo y 4 lotes con 2, 4, 6 y 7 larvas
de 4 petirrojos.

En estos 11 extractos de ADN no se lograron amplificar genes especificos para la
deteccion deRickettsia spp.A. phagocytophiluny Borrellia spp. Dado que se
priorizo la busqueda de dichas bacterias, estas muestras no fueron testadas frente
al gen ARNr 16S de bacterias ni frente Caburnetii, Bartonellaspp. ni

O. tsutsugamushiimitados por la cantidad de ADN disponible.
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3.3. SECUENCIAS INTRODUCIDAS EN GENBANK

3.3.1. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE Neotrombicula inopinata (GEN
CQl).

N° de acceso en GenBank: KR337639

LOCUS T8 658 bp DNA |inear 28-APR-2015

DEFI NI TI ON Neot ronbi cul a i nopinata T8 cytochrone oxidase subunit 1 (CO)
gene, partial cds; mitochondrial

ACCESSI ON KR337639

VERSI ON

KEYWORDS

SOURCE Neot r onbi cul a i nopi nat a

ORGANI SM Neot r orbi cul a i nopi nat a

Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Acari
Acari f or nes; Tr onbi di f or nes; Prosti gnat a; Anysti na; Par asi t engona
Tronbi cul oi dea; Tronbi cul i dae; Neotronbicul a

REFERENCE 1 (bases 1 to 658)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Geo, J. A

TITLE Genetic identification of Neotronbicula inopinata |arvae from the
North of Spain

JOURNAL Unpubl i shed

REFERENCE 2 (bases 1 to 658)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Gteo, J. A

TI TLE Direct Submi ssion

JOURNAL Submi tted (28- APR- 2015) I nfectious Di seases- Cent er of
Ri ckettsi oses and Arthropod-Borne Diseases, Hospital San Pedro-ClBIR
Pi queras 98, Logrono, La Rioja 26006, Spain

COWENT ##Assenbl y- Dat a- START##

Assenbly Method: BioEdit v. 7.2.5.

Sequenci ng Technol ogy: Sanger di deoxy sequenci ng

##Assenbl y- Dat a- END##

FEATURES Location/ Qualifiers

source 1..658

/ or gani sn=" Neot r onbi cul a i nopi nat a"

/ nmol _type="genom ¢ DNA"

/isol at e="T8"

/isolation_source="larva of Neotronmbi cula inopinata collected over
vegetation in La Pineda, La R oja"

/ dev_stage="I| arva"

/ count ry="Spai n"

/lat_lon="42.06 N 02.33 W

/ col | ecti on_dat e="24- Aug-2010"

[ col | ect ed_by="Paul a Santi banez"
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[/ PCR_priners="fwd_nane: LepF1,

rev_seq: t aaactt ct ggat gt ccaaaaaat ca"

fwd_seq: att caaccaat cat aaagat att gg
rev_nanme: LepR1,
gene <1..>658

/ gene="CO "

CDS <1..>658

/ gene="CO "

/ codon_start=2

/transl _tabl e=5
/ product ="cyt ochr one oxi dase subunit 1"

/transl ati on="TI YFAMASWAGVMGTGVSFI | RVELGQVGPFLGNDQ YNSI VTAHAFVM FFMWMPAM
GGFG\WLI PLM.GAQDVAFPRLNNLSFW.LVPS| SLLM.SMFSVSGSGTGWIT YPPLSGNI AHSG SMDLVI F
SLHLAG SSI LGAI NFMATVMNL PPKSVBVEEQVPL FSWAVLVTAI LLLLSLPVLAGAI TMLLTDRNFNTSFFD
PMGGCGDPI LFQHLF"
BASE COUNT 166
ORIG N

a 107 ¢ 120 g 265t

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

90

aaccatttac
tattcgtata
cattgttact
gggat t t ggg
tcttaat aac
attttctgtt
tgct cat aga
ttctattttg
aagtt gggaa
tctatcatta
cacttccttt

tttgctatag
gaat t aggt ¢
gct cat gcat
aattggttaa
ttaagatttt

tct gggaggg
ggaatttcta

ggggct at ca
caaat acct't
cctgtattag
tttgacccta

cctcttgage
aggt aggccc
tt gt aat aat
ttcctctaat
ggttatt agt
gaacaggat g
tagatttagt
attttatagc
tattttcttg
ct ggt gcaat

taggt ggggg

t ggt gt aat a
ttttctagga
ttttttcata
gt t aggggec
cccttctatt
aacaat ct ac
aattttctct
tact gt gat a
ggctgtgtta
tactatattg
agatcctatt

gggaccggt a
aat gaccaga

gttatacctg
caagat at gg
agtttattga
cctcctcettt
cttcatttag
aatttacctc
gttactgcaa
ttgact gatc
ttgtttcaac

taagattt at
tttataattc
caat gat t gg
cttttccacg
tgctttcgat
caggaaat at
caggaatttc
ct aaat cgat
ttttacttct
gaaattttaa
atctattt
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3.3.2. SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE BACTERIAS NO
CULTIVADAS EN Neotrombiculainopinata (GEN gItA ).

N° de acceso en GenBank: KR337640

LOCUS gl t A-4 299 bp DNA |inear ENV 28- APR- 2015

DEFI NI TI ON Uncul tured bacteriumcitrate synthase (gltA) gene detected in
Neot ronbi cul a i nopi nata, partial cds.

ACCESSI| ON KR337640

VERSI ON

KEYWORDS ENV.

SOURCE Uncul tured bacteriumdetected i n Neotronbicul a i nopi nata

ORGANI SM Uncul tured bacterium detected in Neotrombicul a i nopinata

Uncl assi fi ed.

REFERENCE 1 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Pal omar, A M, Portillo, A and Qeo,J. A

TITLE Genetic identification of Neotronbicula inopinata |arvae from the
Nort h of Spain

JOURNAL Unpubl i shed

REFERENCE 2 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Geo, J. A

TI TLE Direct Submi ssion

JOURNAL Submi tted (28- APR- 2015) I nfectious Di seases- Cent er of
Ri ckettsi oses and Arthropod-Borne D seases, Hospital San Pedro-ClBIR,
Pi queras 98, Logrono, La Rioja 26006, Spain

COMMVENT ##Assenbl y- Dat a- START#H#

Assenbly Method: BioEdit v. 7.2.5.

Sequenci ng Technol ogy: Sanger di deoxy sequenci ng

##Assenbl y- Dat a- END##

FEATURES Location/ Qualifiers

source 1..299

[ organi sm="Uncul tured bacterium detected in Neotromnbicul a i nopi nata"

/ nmol _type="genom ¢ DNA"

/isol ate="4"

/isolation_source="larva of Neotronbicula inopinata

coll ected over vegetation in La Pineda, La Rioja"

/ host =" Neot r onbi cul a i nopi nat a"

/ dev_st age="I| arva"

[ environnent al _sanpl e

/ count ry="Spai n"

/ col | ecti on_dat e=" 05- Nov- 2009"

gene <1..>299

/ gene="gl t A"

CDS <1..>299

/ gene="gl t A"
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/ codon_start=3
[ product="citrate synthase"
/transl ati on="M.KElI GSSEN PKYl AKAKDKNDPFRLMGFGHRVYKNYDPRAAVLKETCKEVLKEL GQL
DGNPLLQ Al ELEAI ALKDEYFI ERKLYPNVDFYSdA | YK"
BASE COUNT 108 a 40 ¢ 56 g 95 t
ORIG N

1 atatgcttaa agaaatcggt agttctgaaa atattcctaa atatatagct aaagctaagg
61 ataaaaatga tccctttagg ttaatgggct ttggtcatcg tgtatataaa aactacgatc
121 ctcgtgccgc agtacttaaa gaaacttgta aggaagtatt aaaggaactt gggcagctag
181 atggtaaccc gttattacaa atagcaatag agcttgaagc tatcgctctt aaagatgaat
241 attttattga gagaaaatta tatccaaatg ttgattttta ttcgggtatt atctataaa
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N° de acceso en GenBank: KR337641

LOCUS gl t A-18 299 bp DNA |inear ENV 28- APR-2015

DEFI NI TI ON Uncul tured bacterium citrate synthase (gltA) gene detected in
Neot ronbi cul a i nopi nata, partial cds.

ACCESSI ON KR337641

VERSI ON

KEYWORDS ENV.

SOURCE Uncul tured bacterium detected i n Neotromnbicul a i nopi nata

ORGANI SM Uncul tured bacterium detected in Neotrombicul a i nopinata

Uncl assi fi ed.

REFERENCE 1 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Gteo, J. A

TITLE Genetic identification of Neotronbicula inopinata |arvae from the
North of Spain

JOURNAL Unpubl i shed

REFERENCE 2 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Oeo,J. A

TI TLE Direct Subni ssion

JOURNAL Submi tted (28- APR- 2015) I nfectious Di seases- Cent er of
Ri ckettsioses and Arthropod-Borne Diseases, Hospital San Pedro-CIBIR,
Pi queras 98, Logrono, La Rioja 26006, Spain

COWENT ##Assenbl y- Dat a- START##

Assenbly Method: BioEdit v. 7.2.5.

Sequenci ng Technol ogy: Sanger di deoxy sequenci ng

##Assenbl y- Dat a- END##

FEATURES Location/ Qualifiers

source 1..299

/organi sm="Uncul tured bacterium detected in Neotromnbicul a i nopi nata"

/ mol _type="genoni c DNA"

/isol at e="18"

/isolation_source="larva of Neotronbicula inopinata collected over
vegetation in La Pineda, La R oja"

/ host =" Neot r onbi cul a i nopi nat a"

/ dev_stage="I| arva"

[ environnental _sanpl e

/ count ry="Spai n"

/ col | ection_dat e="15- Sep-2009"

gene <1..>299

/ gene="gl t A"
CDS <1..>299
/ gene="glt A"

/ codon_start=3

[ product="citrate synthase"
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/transl ati on="MKElI GSVEN PKYl AKAKDKNDNFKLMGFGHRVYKNYDPRAAVL KESCKEVLKEL GQL
DNNPLLQ Al ELEAI ALKDEYFI ERKLYPNVDFYSdA | YK"
BASE COUNT 113 a 37 ¢ 62 g 87 t
ORIG N
1 atatgctgaa agaaat aggc agtgtagaga atatacctaa atatatagca aaggct aaag
61 ataaaaatga taattttaag ctaatgggct ttggtcatcg tgtatataaa aactatgatc
121 cgcgtgctgec agtgcttaaa gagagctgca aggaggtgtt aaaagaatta gggcagctag
181 at aacaaccc attactacaa atagcgatag agcttgaagc tatcgctctt aaagatgagt
241 attttattga gagaaaatta tatccaaacg ttgattttta ttcgggtatt atttataaa
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N° de acceso en GenBank: KR337642

LOCUS gl t A-11 299 bp DNA |inear ENV 28- APR-2015

DEFI NI TI ON Uncul tured bacteriumcitrate synthase (gltA) gene detected in
Neot ronbi cul a i nopi nata, partial cds.

ACCESSI ON KR337642

VERSI ON

KEYWORDS ENV.

SOURCE Uncul tured bacterium detected i n Neotromnbicul a i nopi nata

ORGANI SM Uncul tured bacterium detected in Neotrombicul a i nopinata

Uncl assi fi ed.

REFERENCE 1 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Gteo, J. A

TITLE Genetic identification of Neotronbicula inopinata |arvae from the
North of Spain

JOURNAL Unpubl i shed

REFERENCE 2 (bases 1 to 299)

AUTHORS Santi banez, P., Palomar, A M, Portillo, A and Oeo,J. A

TI TLE Direct Subni ssion

JOURNAL Submi tted (28- APR- 2015) I nfectious Di seases- Cent er of
Ri ckettsioses and Arthropod-Borne Diseases, Hospital San Pedro-CIBIR,
Pi queras 98, Logrono, La Rioja 26006, Spain

COWENT ##Assenbl y- Dat a- START##

Assenbly Method: BioEdit v. 7.2.5.

Sequenci ng Technol ogy: Sanger di deoxy sequenci ng

##Assenbl y- Dat a- END##

FEATURES Location/ Qualifiers

source 1..299

/organi sm="Uncul tured bacterium detected in Neotromnbicul a i nopi nata"

/ mol _type="genoni c DNA"

/isol ate="11"

/isolation_source="larva of Neotronbicula inopinata collected over
vegetation in La Pineda, La R oja"

/ host =" Neot r onbi cul a i nopi nat a"

/ dev_stage="I| arva"

[ environnental _sanpl e

/ count ry="Spai n"

/ col | ecti on_dat e="25- Sep-2010"

gene <1..>299

/ gene="gl t A"
CDS <1..>299
/ gene="glt A"

/ codon_start=3

[ product="citrate synthase"
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/transl ati on="MKElI GTPEN PKYl AKAKDKDDSFRLMGFGHRVYKNYDPRAAVLKETCKEVL GELGQS
KNNPLLQ AMELEAI ALKDQYFI EHKLYPNVDFYSdA | YQ'
BASE COUNT 109 a 46 c 58 g 86 t
ORIG N
1 atatgctgaa agaaattggc acaccagaaa atattccaaa atatatagcg aaagccaaag
61 ataaagacga ttcgtttagg ctgatgggct ttggtcatcg agtatataaa aattacgatc
121 cacgagctgc cgttcttaaa gaaacttgca aagaggtatt aggggagcta gggcaatcaa
181 aaaataaccc attattgcaa attgccatgg agcttgaagc tattgctctg aaagat caat
241 attttattga acataaatta tatccgaatg ttgattttta ttcgggtatt atttaccaa

96



Resultados

4. CASOS HUMANOS

4.1. INCORPORACION AL ESTUDIO

Durante el periodo de estudio se han recopilado y estudiado un total de 91 casos
de pacientes diagnosticados de trombiculiasis.

4.1.1. ANO 2008

Entre los meses de septiembre y octubre de 200&sei@ a 21 personas con un
cuadro clinico y antecedentes epidemiolégicos compatibles con trombiculiasis
(Tabla 19). El periodo de incubacién oscil6 entre 3 y 15 h. Todos presentaron
manifestaciones dermatolégicas en forma de papulas eritematosas muy
pruriginosas y malestar general. En 3 de ellos se constaté elevacion de
temperatura, que en ningun caso superd los 38°C. Cinco de los afectados eran
trabajadores forestales, 2 de la zona de Canales de La Sierra, 2 de La Pineda y 1
de Villavelayo. El resto de los pacientes fueron parasitados mientras realizaban
actividades al aire libre como la caza (n=2), la recoleccion de setas (n=6) o el
paseo (n=8) en varias zonas del municipio de Lumbreras. En todos los casos las
lesiones cutaneas se encontraron en las extremidades inferiores, y en 7 de ellos las
extremidades superiores. Ademas, en 5 pacientes se encontraron afectadas las
ingles; en 3, ingles y cintura; en 1, ingles y axilas; y en 1, las axilas. Siete de las
personas afectadas iban acompanadas de sus perros. Respecto a las medidas de
prevencion, 12 personas llevaban ropa adecuada y 4 habian usado repelente. A
todos los pacientes se les prescribieron bafios con avena coloidal con agua tibia y
el uso de ropa blanca de algodon. Ademas, se sugirié la toma de antihistaminicos
a demanda en funcion de la tolerancia al prurito. En todos los casos la evolucién
fue favorable, el prurito desaparecié a los 3-7 dias, y las lesiones cutaneas a los

10-18 dias después de sufrir las picaduras.
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Tabla 19. Datos de los casos humanos extraidos de las encuestas clinico-epidemioldgicas realizadas durante 2008.

Fecha Localizacion picaduras Con Perro Ropa
Pl (horas) Fiebre Actividad  Zona actividad _ Repelente

parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada

sep-08 6 no si Ingles Trabajo Villavelayo no - si si
9 no no no Paseo Sierra Cebollera no - si no
5 no no no Paseo Sierra Cebollera si dd no no
3 <38°C no no Paseo Sierra Cebollera no - si no
5 no no Ingles, cinturalrabajo Canales de la Siernao - si no
7 no si Axilas Setas Sierra Cebollera no - no no
13 no si Ingles Setas Sierra Cebollera no - si no
11 no no no Trabajo Canales de la Sierma - si si
12 no no no Paseo Sierra Cebollera si si si si
3 no no no Paseo Sierra Cebollera si si no no

oct-08 5 no no Ingles, cintur&aza Sierra Cebollera si dd si no
4 <38°C si Ingles Caza Sierra Cebollera si si si no
12 no no no Setas Sierra Cebollera no - no no
10 no si Ingles, axilas Trabajo La Pineda no - si no

sopejnsay
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Fecha Localizacion picaduras Con Perro Ropa

Pl (horas) Fiebre Actividad  Zona actividad Repelente
parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada

6 no no Ingles Trabajo La Pineda no - si si

15 no no no Paseo Sierra Cebollera no - no no

7 no no no Paseo Sierra Cebollera si si si no

5 <38°C no Ingles, cinturéSetas Sierra Cebollera no - no no

9 no si no Setas Sierra Cebollera no - no no

8 no si no Setas Sierra Cebollera no - no no

5 no no Ingles Paseo Venta de Piqueras  si si no no

PI: periodo de incubaciofEESS: extremidades superiores; dd: dato descondCmoel objetivo de facilitar su lectura, se han eliminado aquellas columnas que inclui
misma respuesta para todos pacientes [Picor: si; Malestar general: si; Papulas eritematosas: si; Localizacién de las picaduras en extremidades inferiores: si].

an la

sopejnsay
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4.1.2. ANO 2009

Tenemos conocimiento de al menos 28 casos de trahasis entre los meses de
septiembre y noviembre de 2009 (Tabla 20). Cuatro pacientes fueron picados en
mas de una ocasion, como es el caso de una paciente picada en dos semanas
consecutivas mientras recogia setas, otro que realizaba excursiones por la zona, y
2 trabajadores forestales. Las manifestaciones dermatoldgicas caracteristicas y el
prurito generalizado se evidenciaron en todos los casos, apareciendo a las 4-16 h
de haber estado en contacto con la vegetacion. Ademas, 2 personas presentaron
febricula. Las zonas corporales mas afectadas por las picaduras fueron las
extremidades inferiores, sobre todo tobillos y huecos popliteos. De hecho, todas
las personas referian picaduras en las piernas, aunque soOlo 7 presentaban
picaduras en las extremidades superiores. Ademas, 7 de ellos presentaban lesiones

en las ingles; 5 en tronco; 4 en ingles y cintura; 2 en tronco y axilas y1 en axilas.

La totalidad de las personas afectadas habian visitado la zona de Lumbreras o
areas colindantes. En 9 casos las picaduras se produjeron durante trabajos
forestales. En el resto (n=19)as parasitaciones se produjeron mientras
disfrutaban de actividades de ocio al aire libre, como senderismo (n=10),
recolecciéon de setas (n=7) o caza (n=2). Ocho de los pacientes iban acompafados
por perros mientras cazaban (n=2), paseaban (n=4) o recogian setas (n=2). Con
referencia a los habitos de prevencidon, 16 personas llevaban ropa adecuada, y 5
repelente. Respecto al tratamiento, se hicieron las mismas recomendaciones que el
afo anterior. Todos los pacientes evolucionaron satisfactoriamente, con remision
del prurito en 4-7 dias, y de las lesiones cutaneas en 12-20 dias después de

aparecer las picaduras.
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Tabla 20. Datos de los casos humanos extraidos de las encuestas clinico-epidemioldgicas realizadas durante 2009.

Fecha _ Localizacion picaduras - - Con Perro Ropa
Pl (horas) Fiebre Actividad Zona actividad Repelente
parasitacion EESS  Otras perro parasitado adecuada
sep-09 7 no no Ingles Paseo Sierra Cebollera  no - no no
5 no no Ingles, cintura Setas La Pineda si si si no
10 no si Tronco Trabajo La Pineda no - si no
9 no si Axilas Trabajo  Sierra Cebollera no - si si
4 no no Ingles Trabajo  Sierra Cebollera no - si no
12 no no no Caza Sierra Cebollera si dd Si no
6 no si Tronco, axilas Setas Sierra Cebollera no - no no
5 no no no Caza Sierra Cebollera si dd si no
10 <38°C no Ingles Paseo Sierra Cebollera si si no no
8 no si no Setas Sierra Cebollera  no - no no
oct-09 7 no no Tronco Trabajo  Sierra Cebollera no - si no
9 no si Tronco Trabajo  La Pineda no - si no
8 no no Ingles Trabajo La Pineda no - si si
16 no no no Paseo Sierra Cebollera  no - si no
12 no no no Paseo Sierra Cebollera si si si no

sopejnsay
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Fecha Localizacion picaduras Con Perro Ropa
Pl (horas) Fiebre Actividad Zona actividad Repelente

parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada
8 no no Ingles Paseo Sierra Cebollera  no - no no
7 no no no Paseo Sierra Cebollera no - no no
11 no no Tronco Paseo Sierra Cebollera  no - no no
4 no no no Setas Sierra Cebollera no - no no
14 no no no Setas Sierra Cebollera si si si si
5 no si Ingles, cintura Trabajo  La Pineda no - si si
13 no no Tronco, axilas Trabajo  Sierra Cebollera no - si si
4 <38°C no Ingles Paseo Sierra Cebollera si si no no
5 no si Ingles, cintura Setas Sierra Cebollera no - no no
9 no no Tronco Paseo Sierra Cebollera  no - no no
8 no no no Paseo Sierra Cebollera si si si no

nov-09 8 no no Ingles Setas La Pineda no - no no
6 no no Ingles, cintura Trabajo  Sierra Cebollera no - si no

Pl: periodo de incubacidEESS: extremidades superiores; dd: dato descondCaoel objetivo de facilitar su lectura, se han eliminado aquellas columnas que incluian
misma respuesta para todos pacientes [Picor: si; Malestar general: si; Papulas eritematosas: si; Localizacién de las picaduras en extremidades inferiores: si]

sopejnsay
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4.1.3. ANO 2010

Durante 2010 se recogieron 42 casos de trombicsili@gie desarrollaron el
cuadro tipico en los meses de septiembre, octubre y noviembre (Tabla 21). Todos
los pacientes compartian el antecedente de haber estado en contacto con
vegetacion sobre todo en la zona de Lumbreras, aunque también en otras zonas de
la Sierra del Camero Viejo (Ajamil de Cameros), y en la Sierra de la Hez (Ocdén).

El periodo de incubacion oscilo entre 3-14 h. Veintiséis de los afectados eran
recolectores de setas (seis de ellos multipicados), 3 eran cazadores, 12 visitaron la

zona durante excursiones y 1 era trabajador forestal.

Todos presentaron picaduras en las extremidades inferiores (tobillos y hueco
popliteo, principalmente), y la mayoria de ellos en las extremidades superiores
(n=29). Ademas, las picaduras se observaron en ingles (n=13), tronco (n=9),
tronco y axilas (n=6), ingles y cintura (n=2); ingles, cintura y axilas (n=2), ingles

y axilas (n=1) y axilas (n=1). So6lo 4 pacientes presentaron febricula. Aunque el
prurito remitié totalmente a los 3-8 dias de la aparicién de las picaduras, las
lesiones cutaneas no desaparecieron hasta 13-21 dias después. El tratamiento de
los sintomas fue el mismo recomendado en afios anteriores. Cuatro de los
pacientes solicitaron tratamiento antihistaminico para combatir el intenso prurito,
aungue ninguno presenté complicaciones. En 14 ocasiones, los pacientes iban
acompafnados de sus perros. Quince de los pacientes llevaban una indumentaria

adecuada y 7 habian usado repelente.
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Tabla 21. Datos de los casos humanos extraidos de las encuestas clinico-epidemioldgicas realizadas durante 2010.

Fecha _ Localizacion picaduras . . Con Perro Ropa
Pl (horas) Fiebre Actividad  Zona actividad Repelente
parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada
sep-10 6 no si Tronco, axilas Caza Sierra Cebollera  si si si si
10 no si Ingles Setas Sierra Cebollera no - no no
no no no Caza Ocoén no - no no
7 no si Ingles, cintura Setas Ocon no - si no
9 no si Ingles Setas Océn no - no no
4 no si Tronco Setas Sierra Cebollera si si no no
5 no si Ingles Paseo Sierra Cebollera no - no no
8 no no Tronco Setas Sierra Cebollera no - si no
10 no si Ingles, cintura,Setas Ajamil de Camerossi si no no
axilas
6 no si Tronco Paseo Sierra Cebollera no - si si
14 no no Ingles Setas Sierra Cebollera si si no no
7 no no Tronco Setas Sierra Cebollera no - no no

3 no si Tronco, axilas Trabajo La Pineda no - si no

sopejnsay
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Fecha Localizacion picaduras Con Perro Ropa

Pl (horas) Fiebre Actividad  Zona actividad Repelente
parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada

4 <38°C si Ingles, cintura,Setas La Pineda no - si no

axilas

6 no si Ingles Paseo Sierra Cebollera si dd no no

8 no no Tronco Paseo Sierra Cebollera si si no no
oct-10 5 no si Ingles, axilas Setas Ajamil de Camero: no - no no

7 no si Tronco Setas Ajamil de Camero:s no - no no

12 no si no Setas Sierra Cebollera no - si no

10 no no Ingles Setas Sierra Cebollera no - no no

3 no si Tronco, axilas Paseo Sierra Cebollera si no no no

9 no si no Setas Sierra Cebollera no - no no

7 no no Ingles Setas Ajamil de Camero:s no - no no

6 <38°C Si no Setas Sierra Cebollera si Si si no

13 no no Ingles Setas Sierra Cebollera no - no no

5 no no Tronco Paseo Sierra Cebollera si dd no no

8 no Si no Setas Sierra Cebollera no - si si

6 no si Axilas Setas La Pineda no - si si

sopejnsay
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Fecha Localizacion picaduras Con Perro Ropa

Pl (horas) Fiebre Actividad  Zona actividad Repelente
parasitacion EESS Otras perro parasitado adecuada

5 <38°C si Ingles Caza Sierra Cebollera si si si no

7 no no Ingles Paseo Sierra Cebollera no - no no

6 no si no Setas Ajamil de Camero: no - no si

7 <38°C si Tronco, axilas Setas La Pineda no - no no

11 no si Tronco Paseo Sierra Cebollera si si si no
nov-10 9 no no Ingles Setas Sierra Cebollera no - no no

5 no si Ingles Paseo Sierra Cebollera no - no no

5 no si Tronco, axilas Setas La Pineda no - si si

7 no no Tronco Paseo Sierra Cebollera si si no no

10 no si Ingles, cintura Paseo Sierra Cebollera si si si no

7 no si Ingles Setas Sierra Cebollera no - no no

8 no no no Paseo Sierra Cebollera si dd no si

6 no si Tronco, axilas Setas Sierra Cebollera no - no no

14 no si no Setas Sierra Cebollera no - si no

PI: periodo de incubaci6fEESS: extremidades superiores; dd: dato descondCmoel objetivo de facilitar su lectura, se han eliminado aquellas columnas que incluian
misma respuesta para todos pacientes [Picor: si; Malestar general: si; Papulas eritematosas: si; Localizacion de las picaduras en extremidades inferiores: si].

sopejnsay
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En la siguiente tabla (Tabla 22) se relaciona la localizacion de las picaduras de
trombiculidos con la actividad que realizaban los pacientes cuando resultaron

parasitados en el total de casos recogidos en este estudio.

Tabla 22. Localizacion de las picaduras segun la actividad desarrollada durante la
parasitacion en los pacientes recogidos en este estudio.

n (%)
EEI EESS  Axilas Ingles Tronco Cintura

Actividad (n)

Recoleccion de setas (39)39 (100) 26 (66,7) 9(23,1) 6(154) 4(10,2) 2(5,1)

Paseo (30) 30(100) 7(233) 1(33) 4(133) 3(10) 1(3.3)
Trabajo (15) 15(100) 7 (46,7) 4(26,7) 3(20) 3(20) 1(6,7)
Caza (7) 7(100) 3(42,8) 1(143) 1(143) 1(143) 0(0)
TOTAL 91(100) 43(47,3) 15(16,5) 14(154) 11(12,1) 4(4,4)

n: nimero. EEIIl: extremidades inferiores. EESS: extremidades superiores.

Ademas, desde la finalizacién del estudio hasta el otofio de 2014 se ha seguido
atendiendo a personas que han contactado con nosotros refiriendo picaduras de
trombiculidos. Asi, se ha tenido constancia de casos de trombiculiasis en nuevas
areas, concretamente en el municipio de Munilla. En todos los casos los cuadros
clinicos observados fueron similares a los recogidos durante el estudio y no

aportaron ningun dato significativo.

4.2. DESCRIPCION DEL CUADRO CLINICO

De acuerdo a los casos estudiados, la trombiculiasis se presenta en nuestro medio
como una dermatitis estacional muy pruriginosa, de predominio en extremidades
inferiores, en una determinada época del afio (entre finales de verano y mediados
de otofio), y siempre con el antecedente de contacto con la vegetacion en zonas de
riesgo. A la vista de los resultados, podemos definir como zonas de riesgo
determinadas areas de vegetacion aledaflas a Lumbreras (Parque Natural Sierra
Cebollera), Canales de La Sierra y Villavelayo (Sierra de la Demanda), Ajamil de

Cameros (Camero Viejo), Ocon (Sierra de la Hez) y Munilla (Figura 36).
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Casos humanos

[ Ajamil de Cameros
[ Canales de la Sierra
[ Lumbreras
B Munilla
[ Ocon

[ Villavelayo

Figura 36. Mapa de La Rioja con los lugares donde los pacientes afectados de
trombiculiasis han sido picados por larvas de trombiculidos. Modificado de
www.iderioja.larioja.org.

El primer signo de la trombiculiasis es la aparicion de un intenso prurito en la piel,
transcurridas 3 y 16 h de haber estado en una zona de riesgo, acompafado de
pequefias papulas eritematosas (1-2 mm de didmetro) en el lugar de las picaduras,
gue van aumentando de tamafo progresivamente. Algunos de los pacientes
pueden presentar cientos de picaduras en aquellas zonas del cuerpo que entran en
contacto con la vegetacion, o donde la piel es mas fina o esta oprimida por la ropa.
Las lesiones aparecen agrupadas sobre todo en extremidades inferiores
(preferiblemente en huecos popliteos y tobillos), extremidades superiores
(antebrazos y mufecas), axilas, ingles, y cintura. Otras zonas frecuentemente
afectadas son los genitales externos, el hipogastrio, y las zonas laterales del torax.
(Figura 37). En las mujeres, las lesiones son ademas en frecuentes el torax, en la

banda bajo los pechos en contacto con la ropa interior
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Figura 37. Representacion esquematica de las areas corporales en las que se encontraron
las lesiones cuténeas en los pacientes de trombiculiasis. Aportacion original.

La mayoria de los pacientes refieren un picor muy intenso, dificil de soportar,

sobre todo al acostarse por la noche. Aunque los trombiculidos se hayan

desprendido de la piel en las primeras horas, las papulas y el malestar permanecen
entre 2 y 3 semanas, mientras que el picor desaparece en la primera semana. La
trombiculiasis no se acompafia de otros signos clinicos aparte de las lesiones
cutaneas y el picor, excepto en algunos pacientes que pueden presentar febricula.
En pacientes con exposicion reiterada durante dias se observan lesiones de

rascado y eczematizacion secundaria.

A continuacion se muestran las imagenes tomadas a diferentes pacientes incluidos

en esta memoria (Figura 38).
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Figura 38. Lesiones cutaneas observadaspacientes con trombiculiasis. Aportacién
original.
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5. CASOS CANINOS

5.1. INCORPORACION AL ESTUDIO

Durante el periodo de estudio se han recopilado y estudiado un total de 22 perros
con el diagnéstico de trombiculiasis.

5.1.1. ANO 2008

En total se tuvo acceso a 5 casos durante septigndatebre de 2008 (Tabla 23).

En todos los casos los propietarios eran pacientes afectos de trombiculiasis
incluidos en este estudio. Uno de ellos correspondia a un perro de caza y los 4
restantes resultaron parasitados durante paseos por la zona de Lumbreras. Los
duefios describian que, a las 3-6 h después de haber estado en contacto con la
vegetacion, los animales comenzaron con apatia acompafiada por inapetencia ante
la comida. Todos los perros estaban aletargados y tres de ellos mostraban una
ligera descoordinacion motora al levantarse, con dificultad para caminar (ataxia).
Ademas, al menos 4 de ellos presentaron vomitos. Uno de los perros presento
fiebre de 38,7°C. En todos los casos los veterinarios encontraron trombiculidos
fuertemente adheridos a la piel de los perros, especialmente en el vientre y los
huecos interdigitales (n=5), asi como en las patas (n=3), la base de las orejas (n=3)
y alrededor de los ojos (n=3). El tratamiento consistio en la pulverizacion de los
animales con un spray antiparasitario de amplio espectro (Fenilpirazol 0,25%), la
administracion de cortico-esteroides y antibidtico, y sueroterapia. Dos de los
perros fueron hospitalizados. La evolucién fue buena en todos los casos, con una

recuperacion a las 48-72 h. Ninguno de ellos fallecio.
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Tabla 23. Datos de los casos caninos extraidos de las encuestas realizadas durante 2008.

Localizacion picaduras

Fecha.l . Pl (horas) Fiebre Zona visitada Ataxia Vémitos Hospitalizacion
parasitacion Orejas  Alrededor de ojos Patas
sep-08 3 no no si no Sierra Cebollera  si si no
5 38,7°C si no si Sierra Cebollera no si si
oct-08 4 no si si si Sierra Cebollera si si si
3 no si si no Sierra Cebollera si si no
6 no no no si Venta de Piqueras no no no

PI: periodo de incubacion. Con el fin de presentar un formato que facilite su lectura se han eliminado las columnas en las que el dato coincidia en todos los casos

[Aletargamiento: si; Inapetencia: si; Parasitacidn en el vientre: si; Parasitacion en los huecos interdigitales: si; Desparasitacion y tratamiento: si].

recogido

sopejnsay
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5.1.2. ANO 2009

Se recogieron 6 casos de perros parasitados pobitdidos tras visitar la zona

de Lumbreras en los meses de septiembre a noviembre de 2009 (Tabla 24). Los
cuadros clinicos fueron semejantes a los del afio anterior, con parasitaciones
masivas en el vientre y huecos interdigitales (n=5), patas (n=4), orejas (n=4) y
alrededor de los ojos (n=3). Todos ellos sufrieron modificacién de la conducta y
afectacion del sistema digestivo en forma de inapetencia a las 2-6 h después de
haber estado en contacto con la vegetacion. Tres de ellos sufrieron vomitos.
Ademas, 5 de los perros afectados presentaron ataxia. Los perros fueron tratados
por sus veterinarios de la misma manera que el afio anterior, siendo necesaria la
hospitalizacion en 3 casos. A las 48-72 h todos los perros se habian recuperado

totalmente. Ninguno de los perros fallecio.
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Tabla 24. Datos de los casos caninos extraidos de las encuestas realizadas durante 2009.

Localizacion picaduras

Fecha.l . Pl (horas) Fiebre Zona visitada Ataxia Vémitos Hospitalizacion
parasitacion Orejas  Alrededor de ojos Patas
sep-09 3 no si si si La Pineda si si si
oct-09 5 no no no no Sierra Cebollera si no no
4 no si si si Sierra Cebollera si si si
nov-09 6 no no no si Sierra Cebollera no no no
2 no si no no Sierra Cebollera si no no
4 no si si si Sierra Cebollera si si si

Pl: periodo de incubacién. Con el fin de presentar un formato que facilite su lectura se han eliminado las columnas en las que el dato coincidia en todos los casos

[Aletargamiento: si; Inapetencia: si; Parasitacidn en el vientre: si; Parasitacion en los huecos interdigitales: si; Desparasitacion y tratamiento: si].

recogido

sopejnsay



Resultados

5.1.3. ANO 2010

Entre los meses de septiembre y noviembre de 2@l@ecogieron 11 perros
afectados (Tabla 25). Al igual que en afos anteriores, todos los animales
compartian el antecedente de haber visitado la zona de Lumbreras. Los animales
requirieron tratamiento veterinario y en 5 casos fue necesaria la hospitalizacion.
El periodo de incubacion oscil6 entre 3 y 8 h. La fiebre aparecié en 2 de los perros
(39 y 39,2°C, respectivamente). Todos presentaban un gran numero de
trombiculidos adheridos al vientre y entre los dedos, ademas de en las patas (n=8),
orejas (n=7) y alrededor de los ojos (n=5). En cuanto a la sintomatologia, todos
los duefios describieron pérdida de apetito y aletargamiento, vémitos en 8 casos y
ataxia en 9 de ellos. Todos los perros evolucionaron favorablemente,

recuperandose a las 36-72 h. Ningun perro fallecié.
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Tabla 25. Datos de los casos caninos extraidos de las encuestas realizadas durante 2010.

Localizacion picaduras

Fecha
.., Pl(horas) Fiebre Zona visitada Ataxia Vomitos  Hospitalizacion
parasitacion Orejas  Alrededor de ojos Patas
7 no no si si Sierra Cebollera si si no
sep-10
5 no no no si Sierra Cebollera si no si
6 no si si no Venta de Piqueras si si no
3 39,2°C si si si Sierra Cebollera si si si
oct-10 8 no no no si Sierra Cebollera no no no
5 no si si no Sierra Cebollera si si si
6 no no no si Sierra Cebollera si si no
4 no no si si La Pineda no no no
3 39°C si si si Sierra Cebollera si si si
nov-10
6 no no no no Sierra Cebollera si si no
8 no si si si Sierra Cebollera si si si

PI: periodo de incubacion. Con el fin de presentar un formato que facilite su lectura se han eliminado las columnas en las que el dato coincidia en todos los casos

[Aletargamiento: si; Inapetencia: si; Parasitacion en el vientre: si; Parasitacion en los huecos interdigitales: si; Desparasitacion y tratamiento: si]

sope}ngay
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Como curiosidad de la experiencia vivida con los perros afectados de
trombiculiasis, me permito ilustrar el Unico caso en el que se pudo documentar la
presencia de trombiculidos alimentandose sobre un perro. El 27 de octubre de
2010 los duefios de un perro mestizo de 2 afos, preocupados por sus graves signos
de enfermedad, comentaron el estado del animal con personas de Villoslada de
Cameros, las cuales les proporcionaron los dipticos editados por nuestro grupo.
De este modo, los duefios se pusieron en contacto con nosotros en el teléfono
facilitado en los mismos. El perro llevaba 24 h con vomitos, sin comer ni beber,
aletargado y con actitud asustadiza. Los 2 dias anteriores habian realizado salidas
al campo por diversos parajes del municipio de Lumbreras. Dado que no conocian
a ningun veterinario en la zona, se les acompafo a una de las clinicas con las que
colaborabamos en este estudio. Debido al mal estado general del perro, se
procedio rapidamente a su desparasitacion, rociandolo con un spray antiparasitario
de amplio espectro (Fipronil). Las larvas estaban fuertemente adheridas a la piel

del perro, lo que dificultd su retirada (Figuras 39 y 40).

Figura 39. Larvas de trombiculidos adheridas al vientre de un perro. Aportacion original.
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Figura 40. Larvas de trombiculidos alrededor del ojo de un perro. Aportacién original.

Se pudieron recuperar 19 trombiculidos que fueron recogidos con la ayuda de
cinta adhesiva transparente. Todos los ejemplares correspondian a larvas
alimentadas de Neotrombicula spp. (Figura 41).

200 pm —

Figura 41. Larvas deNeotrombicula spp. retiradas de un ejemplar de perro. Aportacion
original.
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Debido al deterioro sufrido por los ejemplares durante su retirada, y a que se
encontraban totalmente adheridos a la cinta, no se puedo llevar a cabo ni la
clasificacion morfolégica hasta especie ni su procesamiento mediante técnicas de
biologia molecular. El perro no requirié hospitalizacion y su evolucion fue

favorable, con una recuperacion absoluta a los 3 dias de la desparasitacion.

Desde 2008 hasta el otofio de 2014 hemos tenido constancia de un gran nimero de
casos de trombiculiasis canina de los cuales no se ha podido disponer de datos
concretos. Aunque no se dispone de un niumero exacto, son muchas las muertes en
perros a los que no se les administrd tratamiento (especialmente perros de caza).
Ademas, también se han producido casos fatales en perros en los que el
tratamiento se inicid6 mas de 48 h después de las picaduras. De hecho, en octubre
de 2009 tuvimos constancia del fallecimiento de un perro que sufrid la
parasitacion durante una jornada de caza en la zona de Lumbreras, y fue
encontrado muerto 3 dias después. Aunque el duefio describié que el animal
presentada “manchas naranjas” en el vientre y alrededor de los ojos, no tomo

ninguna medida.

Respecto a las zonas en las que se han descrito los casos, ademas de en la zona de
Lumbreras, a mediados de noviembre de 2011 fuimos informados de 4 perros y un
cazador parasitados durante una caceria en los alrededores de Munilla. Uno de los
perros falleci6 antes de recibir atencidon veterinaria, 2 mejoraron tras la
desparasitacion y el tratamiento con corticoides, pero el ultimo continuaba
inapetente a los 6 dias. Por ello, se extrajo una muestra de sangre con EDTA para
realizar una analitica que mostro las siguientes alteraciones: elevacion de glucosa,
urea, eosindfilos, granulocitos, neutréfilos y alteracion del hematocrito. Ademas,

en noviembre de 2012 fuimos informados de la muerte de 2 perros tras una

jornada de caza en las inmediaciones de Ajamil de Cameros.

Por otro lado, en octubre de 2013 tuvimos acceso a 2 casos graves de
trombiculiasis canina. Ambos animales (macho y hembra) fueron atendidos en la
consulta veterinaria transcurridas 28 h desde la visita a la zona de Lumbreras. Uno
de ellos presentaba vomitos desde 12 h antes y habia comenzado a convulsionar.
Ademas, estaba totalmente “desorientado”, babeando, quejandose e incapaz de

mantenerse en pie. La otra perra presentaba fiebre de 40°C y ataxia. Como
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primera medida se les roci6 con un spray antiparasitario (Fipronil) y se
hospitalizaron. Aunque los dos perros estaban masivamente parasitados, dado su
menor tamafo, la perra lo estaba mas. Los trombiculidos comenzaron a
desprenderse a las 12 h de la pulverizacion, la cual se repitié diariamente hasta el
alta hospitalaria. En el caso del perro se inicié tratamiento con corticoesteroides.
Debido a la edad de la perra (13 afios) no se le administré dicho tratamiento para
evitar el dafio renal. Las analiticas de sangre fueron normales en ambos casos,
tanto al ingreso como a las 24 h. Sin embargo, en el perro se observé una
elevacion de los neutrofilos a las 48 h. El perro permanecié aletargado hasta el
segundo dia de ingreso y fue al empezar a moverse cuando se hizo evidente una
importante ataxia. Aunque fue mejorando paulatinamente, no recupero totalmente
la coordinacion hasta 6 dias después de haber sufrido la parasitacion. Respecto a
la perra, su evolucion fue mas lenta (9 dias) y requiri6 un ingreso mas largo

debido a la ausencia de tratamiento antiinflamatorio.

En linea con lo explicado anteriormente, nos consta que en los dltimos afos se
han producido numerosos casos de trombiculiasis caninas en el Valle del
Najerilla, concretamente en los municipios de San Millan de la Cogolla (Lugar del
Rio), Brieva de Cameros, Ventrosa, Mansilla de la Sierra, Anguiano y
Villavelayo. Corresponden en su mayoria a perros de caza con cuadros caninos

graves que resultan fatales en una gran parte de los casos.

En la figura 42 se detallan los municipios en los que se han recogidos cuadros de

trombiculiasis caninas.
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Casos caninos

[ Ajamil de Cameros

[ Lumbreras

B Munilla

[ villavelayo

[ Anguiano

B Brieva de Cameros

[ Mansilla de la Sierra
[ San Millan de la Cogolla
[ Ventrosa

Figura 42. Mapa de La Rioja con los lugares donde se han recogido casos de
trombiculiasis canina. Modificado de www.iderioja.larioja.org.

5.2. DESCRIPCION DEL CUADRO CLINICO

El primer signo de alarma para los duefios fue el aletargamiento de los perros.
Transcurridas 2-3 h desde el contacto con la vegetacion, los animales mostraron
inapetencia por el alimento y el agua. Los vomitos aparecieron aproximadamente
5 h mas tarde. A su llegada a la consulta veterinaria, todos los animales
presentaron parasitaciones masivas y apatia. La ataxia, que no siempre estuvo
presente, aparecio en las primeras 48 h. En todos los casos las zonas mas
parasitadas fueron el vientre y los huecos interdigitales, y en menor medida las
patas, base de las orejas y alrededor de los 0jos. Aunque los perros no se rascaban
debido a su aletargamiento, la piel de las zonas picadas se mostraba eritematosa.
La gravedad de los casos se relaciond directamente con el momento de inicio del
tratamiento. Dado que los mecanismos patogénicos de la trombiculiasis canina no
se conocen, actualmente los veterinarios administran un tratamiento empirico
basado en la desparasitacion de los perros, medidas de soporte, y la
administracion de corticoides y antibidticos por via parenteral. Cerca de la mitad

de los perros requirieron hospitalizacion al menos durante 24-48 h con
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sueroterapia. A las 36-72 h del inicio del tratamiento la mayoria de los perros
recuperaron el buen estado general, aunque este proceso puede durar hasta 10

dias.
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6. MAPA DE DISTRIBUCION DE LOS TROMBICULIDOS Y
LA TROMBICULIASIS EN LA RIOJA

Como resultados de los muestreos de larvas de trombiculidos de vegetacion, la

retirada de las mismas de aves, y la aparicion de casos humanos y caninos de
trombiculiasis, se ha constatado la presencia de trombiculidos en 12 municipios de

La Rioja (figura 43).
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Figura 43. Mapa de La Rioja con los lugares donde se han encontrado trombiculidos en
la vegetacion 4 ), retirados de avias (), casos humos () y casos cEninos () durante
2008-2010. Los casos recogidos en los afios posteriores a este estudio se muestran en
blanco. Modificado de www.iderioja.larioja.org.
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Desde hace mas de una década, el grupo de trabajo del que formo parte ha tenido
conocimiento de afectaciéon humana y canina por parasitacion por trombiculidos
en la Comunidad Autonoma de La Rioja. Cada otofio observabamos pacientes que
acudian a las consultas afectos de dermatitis leve-moderada-severa, que tenian
como nexo comun la realizacién de actividades profesionales o de ocio al aire
libre, en la zona de La Pineda. Valorados en el antiguo Servicio de Medicina
Interna y Enfermedades Infecciosas del Hospital de La Rioja, se plantearon
diferentes hipoétesis sobre su etiologia. Los habitantes y trabajadores del monte de
la zona pensaban que el problema podria estar relacionado con el contacto con
alguna planta que les provocaba alergia. Durante unos afios no se logr6 aclarar el
origen del cuadro clinico. Para complicar mas el escenario, los pacientes
comentaban que cuando iban acompafados de sus perros, éstos desarrollaban un
cuadro de afectacidén digestiva y neurologica en ocasiones fatal. Finalmente, al
encontrar trombiculidos parasitando masivamente a los perros afectos y consultar
la bibliografia, se pudo poner nombre a la afeccion (Jiméhe#, 2001). En

aquel momento, y con las herramientas con las que contaba el equipo
investigador, aquellos casos de trombiculiasis se atribuyeron a parasitacion por
N. autumnalis Los cuadros clinicos humanos y caninos observados se
correspondian con las escasas referencias bibliograficas existentese{Riosl

1985; Kuyvenhoven y Duijm, 1990; Kampen, 2000). En otofio de 2005 se atendio
en nuestro Departamento a dos personas y a su perro, este ultimo en estado de
méxima gravedad, con el cuadro anteriormente mencionado. El diagnostico fue de
trombiculiasis, si bien se encontRickettsia felisesn sangre mediante PCRn
Espafa, éstos fueron los primeros casos confirmados de infeccién fietisen
pacientes, que, curiosamente, sufrian un cuadro de dermatitis estacional
relacionada con parasitacion por trombiculidos (@teal., 2006). No fue posible
confirmar que esta rickettsia fuera transmitida por las larvas de trombiculidos, ya
que las personas y el perro habian sido también picados por pulgas. Con el
tiempo, en la literatura aparecieron nuevas descripciones de casos humanos y
caninos de trombiculiasis similares a las observadas en nuestro medio (Kampen,
2002; Smalet al, 2004; Guarneret al, 2005; Seixa®t al, 2006). El problema

fue en aumento, con noticias en la prensa e incluso interpelaciones al Gobierno de

turno por el gran nimero de personas afectadas (Anexo V). Ante la problematica,
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y con el espiritu de aclarar y conocer mejor la epidemiologia y la clinica de la
trombiculiasis y la biologia del agente causal, se solicito financiacion al Gobierno
Regional (Ayuda a proyectos de 1+D+i, FOMENTA 2007/14 y Ayuda Predoctoral
para la Formacion del Personal Investigador, PREDOC 2008/29) poniéndose en

marcha el proyecto que se presenta en esta memoria.

En este trabajo se recogen datos sobre el agente causal que, curiosamente, y tras el
detallado estudio llevado a cabo y reflejado en esta memoria,Nicaatumnalis

sino una especie de cuya presencia no se tenia conocimiento previo en Espafia y
gue nunca se habia incriminado como causante de dermatitis estacional. También
se aporta una completa descripcion clinica de la dermatitis humana y del cuadro
clinico que desarrollan los perros. Ademas, en esta memoria ha quedado patente la
estacionalidad de las larvas de trombiculidos y su correlacién con el desarrollo de
manifestaciones clinicas en humanos y perros. Al igual que se ha descrito en otras
zonas del mundo, queda claro que no hay trombiculiasis en las épocas en las que

las larvas de estos acaros no estan activas.

Durante los afios 2008-2010 se ha observado que las larvas de trombiculidos
aparecen a mediados-finales de agosto, con un pico de abundancia entre finales de
septiembre y mediados de octubre, y un descenso drastico cuando llegan las
primeras nieves. El periodo de mayor abundancia de larvas se acompafa de la
observacién de la mayor parte de los casos clinicos. Ademas, esta época se
corresponde con una gran afluencia de personas que acuden a la zona por la

coincidencia con la celebracién de romerias y la época de recoleccion de setas.

Actualmente, existe muy poca informacién respecto a la influencia de las

condiciones meteorolégicas y climaticas en la aparicién y estacionalidad de las
larvas. Ni siquiera existen suficientes estudios para tratar de explicar dicha
relacion en el caso del tifus de los matorrales. Es mas, actualmente las
publicaciones existentes al respecto muestran resultados poco consistentes (Li
et al, 2014). Sin embargo, se ha visto que las condiciones ambientales juegan un
papel determinante y més inmediato en la desaparicion de las larvas (Kampen,

2000). Asi, un cambio acentuado en las condiciones meteoroldgicas (gran
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descenso de las temperaturas) se puede relacionar directamente con la
disminucién de la poblacion de larvas en la vegetacion (Tsai y Yeh, 2013). Es
importante remarcar que para poder explicar la estacionalidad de las larvas en un
habitat determinado son necesarios estudios ecoldgicos multifactoriales de larga
duracién. Scholeret al, en 2006 publicaron los resultados de un estudio
multifactorial sobre el habitat dé. autumnalisEn él, aunque se investigaban un
gran namero de variables, no se pudo establecer ninguna relacion significativa
entre la aparicion y desaparicion de las larvas, y los factores ambientales
registrados (Schoéleret al, 2006). Su conclusion fue que las larvas de

N. autumnalisson extremadamente tolerantes a las condiciones ambientales del
ecosistema que habitan, por lo que aparecen en fechas muy similares a lo largo de
los afos, independientemente de la climatologia. En nuestro caso, tras revisar los
datos registrados en la Estacién Meteoroldgica de Villoslada de Cameros (la mas
cercana a La Pineda), se ha observado que el descenso drastico de las
temperaturas hacia finales de otofio se acompafa de una disminucion significativa

de larvas en la vegetacion.

Los muestreos de larvas de la vegetaciéon se llevaron a cabo mediante dos
técnicas, la de arrastre y la de captura directa. La técnica de arrastre permitid
recoger, de forma estandarizada, las larvas presentes en un punto fijo durante los
afos del estudio y asi averiguar cuando se producian los picos de abundancia de
trombiculidos en nuestra regién. Por otro lado, la técnica de captura directa
contribuy6 a definir su localizacion en la vegetacion, y a incrementar el nUmero
de ejemplares disponibles para el estudio, constatando su presencia en zonas de
La Rioja en las que previamente se desconocia. Dentro del Parque Natural Sierra
Cebollera sabemos que, aunque La Pineda sea probablemente la zona con mayor
abundancia de larvas, éstas estaban presentes en otras zonas del municipio de
Lumbreras, como los alrededores de la Venta de Piqueras y el paraje de
Valdecalvo. También se encontraron en Ajamil de Cameros, situado en la Sierra
del Camero Viejo; en el area recreativa conocida como Fuente Tosca, del
municipio de Ocon, al Norte de Sierra de La Hez; y en el municipio de
Villavelayo, al Sur de la Sierra de la Demanda (Figura 43). Por el contrario, no se

evidencio la presencia de trombiculidos en la vegetacion de Jalon de Cameros,
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Laguna de Cameros, Ortigosa de Cameros, San Roman de Cameros, Villoslada de
Cameros, Soto en Cameros, Terroba, Santa Eulalia, Canales de la Sierra y
Munilla. Dado el caracter puntual de dichos muestreos, y teniendo en cuenta la
distribucion parcheada de las larvas en la vegetacion (Cohen, 2003), no puede

descartarse la presencia de trombiculidos en estas zonas.

Uno de los objetivos de este trabajo fue identificar la especie o0 especies de
trombiculidos presentes en nuestro medio. Para la clasificacion morfolégica de
larvas se escogié una muestra representativa (en cuanto a fechas, zonas de la
vegetacion y especies de aves) de las poblaciones de trombiculidos encontradas.
De acuerdo a nuestros resultados, todas las larvas de trombiculidos clasificadas
morfologicamente pertenecian a la espétieopinata(Stekolnikovet al, 2014)

(Anexo VI). Dicha especie no habia sido descrita previamente en Espafia, aunque
esta ampliamente distribuida en Europa, incluyendo Francia, Republica Checa,
Eslovaquia, Austria, Alemania, Inglaterra, Polonia, Bulgaria, estados de la antigua
Yugoslavia, Ucrania, Hungria, Rumania y Rusia (tabla 2) (Kudryashova, 1998;
Makol et al., 2010; Stekolnikowet al, 2014). Ademas, el hecho de identificar

N. inopinata en la época y lugar donde se producian los casos de trombiculiasis,
nos permitio incriminar por primera vez esta especie como agente causal de esta
afeccion (Santibaneet al, 2011a; Santibafieet al, 2014; Stekolnikowet al,

2014) (Anexo VI).

Dado queN. autumnalisha sido considerado hasta la fecha como la causa mas
frecuente de trombiculiasis en Europa (Kampen, 2002; Mullen y O’Connor, 2002;
Ripka y Stekolnikov, 2006), los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
los casos europeos podrian estar provocados por mas de una especie del género
Neotrombicula. Sin embargo, el papel etioldgico se le ha atribuido durante afios
sin seguir suficientes criterios morfolégicos, debido probablemente a la
complejidad taxondmica de la familia Trombiculidae. Aunf§ueautumnalisy

N. inopinata estan estrechamente relacionados, existen ciertos caracteres que
hacen a estas especies claramente diferenciables al examinar detalladamente sus
caracteres morfoldgicodN. inopinata se diferencia dBl. autumnalispor la
presencia de 8 6 mas setas en la primera y segunda fila de setas dorsales del

idiosoma (rara vez posee 6 6 7 setas en una de esas filas), mientras que
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N. autumnalispresenta siempre 6 setas en ambas filas. Por tanto, el nUmero de
setas en esa zona es de 36—4Bl.a@nopinata frente a las 26—33 Ne autumnalis
Ademas,N. inopinata es ligeramente mas grande &leautumnalis(escudo

mayor, y setas y patas mas largas).

En EspafaN. autumnalisse describid por primera vez en informes faunisticos
como parasito de roedores recogidos en Galicia y Navarra (Kepka, 1960; Pereira-
Lorenzo, 1993; Imaet al, 2006). En 2001, nuestro equipo involucr6 esta especie
como causante de dermatitis estacional asociada al Parque Natural Sierra
Cebollera (Jiménegt al, 2001). Debido a la coincidencia de la clinica observada

en los pacientes, con los datos disponibles en la literatura médica, se asumié que
los acaros que provocaban esta afeccion correspondiaraatumnalis.Desde
entonces, todos los afos se ha tenido conocimiento de casos de trombiculiasis
humana y canina en dicha zona (nuestra zona de estudio) entre finales de verano y
mediados de otofio. De hecho, ésta es la Gnica zona de Espafia en la que se han
comunicado casos hasta la fecha (Santib&fed, 2014). En 2001, Fernandez-
Soto, et al, recogieron larvas sin alimentar Ne autumnalisde la vegetacion en

una zona limitrofe a nuestra area de estudio (“Puerto de Piqueras”). En el mismo
estudio recogen ademas ejemplareNdetrombiculaspp. retirados de roedores

en Salamanca (Fernandez-Sott, al, 2001). Con estos antecedentes, los
trombiculidos recogidos en la zona de estudio se clasificaron en un primer
momento como N. autumnaligynque sin evidencias taxondémicas. De acuerdo a
nuestros resultados, cabe la posibilidad de que los ejemplaid¢sagéumnalis
correspondieran en realidad\a inopinata. Desafortunadamente, la falta de una
base taxonomica ha sido con frecuencia la caracteristica comun en los estudios
relativos a la trombiculiasis. Una publicacion sobre larvasNdeautumnalis
retiradas de un avetorillo comuanixgbrychus minutgs en Turquia no
proporcionaba informacion sobre la clasificacion taxondmica (Cakiregél,

2008) y, de acuerdo a un estudio posterior, la presen®ia @agumnalisio habia

sido confirmada en dicho pais (Stekolnikov y Daniel, 2012). En otras ocasiones,
algunos autores han basado la identificacion de trombiculidos en datos
morfolégicos inapropiados, de acuerdo a caracteristicas comunes a larvas de
varias familias de acaros o a varios géneros de la familia Trombiculidae (Guarneri

et al, 2005), o ignorando actualizaciones en la taxonomia de trombiculidos
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(Kampen, 2002; Scholest al., 2006). A la vista de lo anterior, la mayoria de
estudios referidos WM. autumnalisccomo agente causal de trombiculiasis deberian

revisarse.

Dada la representatividad de las muestras analizadas en nuestra region, y la
rigurosa clasificacion morfolégica llevada a cabo con ayuda del Dr. Stekolnikov
(Universidad de San Petersburgo, Rusia), el papelNdeanopinata en la
epidemiologia de la trombiculiasis en La Rioja es evidente, aunque no se descarta

gue otras especies puedan también estar involucradas.

En este trabajo se ha constatado la parasitacioN.poopinata en 3 especies de
aves potencialmente migratorias (petirrojo europeo, zorzal comun y pinzon
vulgar). Esta especie de trombiculido ya habia sido encontrada previamente en
petirrojos y zorzales comunes (Litera@t al., 2008). La parasitacion pd.
inopinata en pinzones vulgares no ha sido documentada. Sin embargo, éiterak
al. en 2001 describieron la presencia Nieotrombicula spp. en ejemplares de
pinzon vulgar (Literaket al, 2001). Este hecho sefala la posibilidad de que las
aves actuen como dispersoras de trombiculidos (Varma, 1964; Proctor y Owens,
2000; Dietsch, 2008). Nuestro grupo ya habia sugerido el papel de las aves en la
epidemiologia de enfermedades humanas y veterinarias en La Rioja (Pelomar
al.,, 2012). En Espafa, sOlo Varma en 1964 documentd la presencia de
trombiculidos en 1 avetorrillo comuh gninutug y 1 colirrojo real Phoenicurus

phoenicuruyen Andalucia (Varma, 1964).

Con el objetivo de conocer el ciclo biologico de los trombiculidos, se llevaron a
cabo muestreos de tierra en La Pineda para la busqueda de estadios post-larvarios
de la familia Trombiculidae. Los habitats de la mayoria de las especies en fases
post-larvarias son desconocidos (Makbhl, 2010), y la diversidad de especies

de dicha familia estéd basada Uunicamente en el conocimiento de las fases larvarias
(Moniuszko y Mikol, 2014). De acuerdo a la bibliografia existei@ehpleret al.,

2006), esperdbamos que, en nuestro medio, dichos estadios habitasen en el suelo.
De las 108 muestras de tierra analizadas, solo se encontraron adultos en 3 de ellas.
Asi, al igual que se ha documentado en otros trabajos, dejamos constancia de la

dificultad existente para estudiar los estadios post-larvarios en su habitat natural
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(Kudryashova, 1998; Schoélet al, 2006; Shatrov y Kudryashova, 2006akdl
et al., 2010).

Gracias a la colaboracion establecida con la Dra. Makol (Universidad de
Wroclaw, Polonia) se confirmo que los ejemplares post-larvarios recogidos en La
Pineda correspondian a adultos de la espici@opinata.Los ejemplares se
encontraronentre mayo y julio de 2010. Estos datos concuerdan con lo
establecido por otros autores que describen la emergencia de la fase adulta en

primavera (Shatrov et al2006).

Apenas existen descripciones que ayuden a la clasificacion de estadios post-
larvarios de trombiculidos. Algunas referencias iniciales (Womersley, 1952;
Daniel, 1961) resultan incongruentes en comparacion con las claves taxonémicas
gue se han seguido en este trabajo (Crossley, 1960; Wohlehahn2007). La
sistemética de la familia Trombiculidae a dia de hoy presenta ambigledades y es
necesario llevar a cabo nuevos estudios basados no solo en criterios morfolégicos

sino también en biologia molecular.

El andlisis molecular de pequefios fragmentos de ARNr y ARNmt constituye una
alternativa para la clasificacion a nivel de especie de acaros ectoparasitos (Potenza
et al, 2009). Los genes ARNr 12S y 16S,I'Eb y el genCOI son marcadores
utilizados comunmente para estudios filogenéticos (Foénhal, 1994; Navajas y
Fenton, 2000; Hebest al, 2003). En este trabajo, se planted la busqueda de un
marcador molecular que permitiera la identificacion genética de los trombiculidos,
como complemento a la clasificacion taxonémica. Como se ha detallado en esta
memoria, se testaron infructuosamente las muestras frente a una larga lista de
parejas de cebadores. Dada la falta de estudios moleculares al respecto, se
comenz6 utilizando los ensayos de PCR que se realizaban de rutina en nuestro
laboratorio (Black y Piesman, 1994; Zahétral,, 1995; Beati y Keirans, 2001).

En paralelo, y de acuerdo a las Unicas secuencias nucleotidicas disponibles de la
familia Trombiculidae, se utilizaron cebadores especificos lpgpallidum(Shao

et al, 2005) Ante los repetidos resultados negativos, se continu6 el andlisis
utilizando cebadores descritos en estudios filogenéticos de acaros (Na\adjas

1992; Folmeret al, 1994; Solleret al, 2001; Skerratet al, 2002; Dermauvet
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al., 2009). Se lograron resultados positivos en 376 de 480 muestras analizadas con
la pareja de cebadores LepF y LepR, que amplifica un fragmento de 658 pb del
gen COI utilizado para estudios de “codigo genético del ADN” (Yowt@l,

2012). En nuestro caso, todos los extractos de ADN se habian obtenido utilizando
el mismo kit comercial y ajustando la concentracion de ADN de acuerdo al
protocolo optimizado para este ensayo. Ante el elevado porcentaje de resultados
negativos, y en busca de una posible explicacion, se decidio contactar con la Dra.
Young (Instituto de Biodiversidad y Departamento de Biologia de la Universidad
de Guelph, Canada), autora de correspondencia del articulo en el que se
publicaron las secuencias de estos cebadores. Su experiencia con trombiculidos
habia sido igual de infructuosa que la obtenida en este trabajo (comunicacion
personal). También la Dra. Makol, con la que se habia colaborado para la
clasificacidon morfolégica de estadios post-larvarios, referia resultados negativos
en 10-30% de las muestras al utlizar diferentes parejas de cebadores
(comunicacion personal). Los métodos de extraccion usados en este estudio y los
empleados por la Dras. Young y Makol son diferentes, y ademas, este fendmeno
se ha visto en varios ensayos de PCR. Puesto que los métodos de extraccion de
ADN variaron en cada laboratorio y se emplearon distintos ensayos de PCR, el
bajo rendimiento de estas pruebas podria estar relacionado con algun factor

inherente al propio acaro.

En nuestro caso, las secuencias nucleotidicas obtenidas mostraron méxima
identidad (76,9 y 75,9%) con las del gé®I deP. lucifer(Insecta: Lycaenidae) y

de Neotrombicula microt{Acari: Trombiculidae), respectivamente. Puesto que no
existen secuencias @ inopinata disponibles en GenBank y dado que hay pocas
secuencias de Trombiculidae en general, parece probable atribuir estos resultados
a un error metodoldgico del andlisis de filogenia molecular conocido como
“atraccion de ramas largas”, segun el ddamicroti tendria un cédigo de barras

de ADN muy divergente respecto al de otros miembros de su misma familia. Este
error se produce cuando grupos que han evolucionado rapidamente son colocados
erroneamente en la base de arboles filogenéticos. EI método, que se rige por un
sistema de puntuacion, no es capaz de diferenciar un gran cambio repentino de
una divergencia evolutiva ancestral. Los porcentajes de identidad similares de

nuestras muestras con un lepidéptero y con un trombiculido sugieren que la
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familia Trombiculidae tiene una tasa de evolucion acelerada, lo que podria
justificar también los problemas de amplificacién para este taxén (Yewalg

2012 y comunicacion personal de la Dra. Young).

Ademas de los ensayos de biologia molecular dirigidos a la identificacion
genética de los trombiculidos, se investigd la presencia de diversos géneros
bacterianos asociados con artropodos. Como se ha podido constatar en los
muestreos mediante la técnica de captura directa llevados a cabo de la vegetacion,
los trombiculidos comparten habitat con varias especies de garrapatas en nuestro
medio (Portillo et al 2011; Palomar et al2014) (Figura 21).

En los aflos 50, la mayoria de publicaciones acerca del posible rol de los
trombiculidos como vectores de enfermedad se refefMaraatumnalis, por ser la
especie mas conocida, a excepcidmeatotrombidiumMuchas de ellas, como la
deteccién de Rickettsia spp. y C. burnetiilarvas de trombiculidos de vegetacion

en Ucrania, Rusia y Africa (Vysotskaya y Sluger, 1953; Daniel, 1961; Kepka,
1965; Hoffmann, 1984), el hallazgo del virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas en roedores parasitados Neotrombicula spp. en Letonia y
Eslovaquia (Grinbergs, 1959; Daniel, 1961), la infeccion accidental con fiebre Q
de un trabajador de laboratorio tras manejar larvas de trombicllidos de Africa
Ecuatorial (Daniel, 1961) o la Unica descripcion de la infeccion experimental por
C. burnetiien N. autumnalis(Blanc et al, 1952), aparecian como descripciones
secundarias o incluso anecdéticas que apenas aportaban informacion cientifica
(Kampen et al, 2004). Desde mediados de la década de los 80 hasta los
comienzos de la década del afio 2.000, no hemos encontrado publicaciones acerca

del posible papel de los trombiculidos como vectores de bacterias o virus.

En este estudio, pese a que con la PCR de amplio espectro del gen ARNr 16S de
bacterias se obtuvieron resultados positivos en el 26% de los lotes de larvas de
vegetacion testados, la secuenciacion directa de los amplicones no permitié
identificar ningun microorganismo. Conscientes de que podriamos haber
intentado el clonaje de estos fragmentos génicos, centramos nuestros esfuerzos en
la busqueda de bacterias asociadas a artropodos utilizando cebadores especificos

para varios géneros bacterianos.
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En nuestro estudio se logré amplificar un fragmento de la region central del gen
gltA deRickettsia spp. en 41 lotes de larvas de vegetacion. &h kelternational

Meeting on Rickettsiae and Rickettsial Diseasssebrado en Heraclion, se
comunicaron datos preliminares al respecto (Santibétfielz 2011b). El gemgyltA

se ha utilizado en muchas ocasiones como diana de PCR para el cribado de
Rickettsia, seguida de ensayos mas especificos de especie como losodgbgen
(Santibanezt al, 2013). Las 41 secuencias nucleotidicas de la region central de
gltA se compararon con las disponibles en GenBank. El analisis de secuencias
permitid agruparlas en 5 patrones. Por su caracter novedoso, 3 secuencias, con
nameros de acceso KR337640-2, fueron depositadas en GenBank (Seccion 3.3 de
Resultados). Las 2 secuencias patron restantes mostraron homologia (100%

identidad) con R. conoro R. heilonjgiangensjsespectivamente (Tabla 26).

Los detalles sobre porcentajes de identidad de nuestras secuencias con las de
rickettsias validadas y con rickettsias previamente detectadas en &caros de la
familia Trombiculidae se resumen en la tabla 26. Brevemente, y de acuerdo a los
criterios taxondmicos descritos por Raatlial. (2005), una rickettsia validada es
aquella que se ha aislado en cultivo puro, que presenta caracteres fenotipicos y
genotipicos que permiten discriminarla, y de la cual una cepa tipo adaptada al
cultivo celular se encuentra disponible para la comunidad cientifica y ha sido
depositada en 2 colecciones de 2 paises oficialmente reconocidos por el Centro

Mundial de Datos sobre Microorganismos (Raoult £t24105).

En Asia, son varios los grupos de autores que refieren haber detRatkeltsia

spp. en larvas de trombiculidos retirados de roedores silvestreseiGiloi2007;

Tsuiet al, 2007). En uno de los estudios (Chbal, 2007), la especie o0 especies

de trombiculidos no se especifican, si bien su localizacion (Corea) hace pensar en
Leptotrombidium spp. A este mismo género pertenecen los trombiculidos
analizados en Taiwan (Tswt al., 2007). En nuestro caso, las secuencias
obtenidas mostraron porcentajes de identidad que oscilaron entre 82,3-100% con
las detectadas por Chei al. (n° de acceso en GenBank DQ792812 y DQ792806)
(Choi et al, 2007) (Tabla 26).

Recientemente en Europa, un estudio similar evidencio la preseriRiakattsia
spp. en larvas de trombiculido$l.( zachvatkiniy K. storkan) retiradas de

roedores (Mikova et al., 2015). Como curiosidad, mencionar que la espécie
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zachvatkiniha sido descrita parasitando micromamiferos en Galicia (Pereira-
Lorenzo, 1993).

En nuestro caso, el hecho de no haber obtenido resultados positivos para el resto
de genes deRickettsia spp. analizados, y puesto que el gA esta muy
conservado (Regnegt al., 1991), abre la posibilidad de que estas secuencias
puedan no corresponder a Rickettsia spp.
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Tabla 26: Porcentajes de identidad de las secuencias nucleotidicas obtenidas en este estudio.

Rickettsia validada con maxima

Bacteria detectada en

n°accesoer Bacteria relacionada con maxima 0 0 B o
GenBank % identidad en Genbank [l identidad en Genbank e _Trom_blculldae con maxima
identidad en Genbank
KR337640 99,3 Rickettsia de A. decempuntata 95,0 Rickettsia asiatica 93,3 Rickettsia sp. clon MG98-1
(AJ269522) (AF394901) (DQ792812)
KR337641 98,3 Rickettsia belli 98,3 Rickettsia bellii 86,6 Rickettsia sp. clon MG116-4
(U59716) (U59716) (DQ792806)
100 Rickettsia heilongjiangensis 100 Rickettsia heilongjiangensis 99,3 Rickettsia sp. clon MG98-1
(AF178034) (AF178034) (DQ792812)
100 Rickettsia conorii 100 Rickettsia conorii 100 Rickettsia sp. clon MG98-1
(AE006914) (AE006914) (DQ792812)
KR337642 90,4 Rickettsia endosimbionte de Rh. crassipéd2,8 Rickettsia felis 82,3 Rickettsia sp. clon MG116-4
(JQ925545) (CP000053) (DQ792806)

Id: identidad A.: Adalia. Rh.: Rhaphium.

Id

7
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Por otra parte, en las larvas de vegetacion no se logr6 detectar
A.phagocytophilum, Borrelia spp.,C. burnetii Bartonella spp. ni O.
tsutsugamushiEl nimero de larvas de trombiculidos retiradas de aves en los que
se investigo la presencia de bacterias fue muy escaso (n=11). No obstante, hay
gue mencionar que en estos ejemplares no se deRick@ttsia spp.,A.
phagocytophilumni Borrellia spp., siendo imposible realizar ensayos de PCR
frente aC. burnetii, Bartonella spp. nD. tsutsugamushpor no disponer de
suficiente ADN.

Tan s6lo hemos encontrado una publicacién (Fernandezebah 2001) que
recoge datos acerca de la deteccion Adephagocytophilumen larvas de

N. autumnalisde vegetacion en el “Puerto de Pigueras” que, como ya se ha
mencionado anteriormente, es limitrofe a nuestra zona de estudio. La infeccion
por A. phagocytophilumen larvas no alimentadas implicaria la transmision
transovarica de la bacteria, y esto nunca ha sido demostrado. En nuestra opinion
los resultados son mas que dudosos, y es muy posible que se trate de una
contaminacion. Tal y como sucedid con nuestras muestras, en las larvas de
Neotrombicula spp. retiradas de una curruca capirot@gaig atricapillg en la
Republica Checa no se evidencio la presenciA.géagocytophilunfLiterak et

al., 2008).

La enfermedad de Lyme, causada por bacterias del g@gupargdorferis.l., es

una de las enfermedades transmitidas por garrapatas mas frecuentes en Europa
(Portillo et al, 2014). El hecho de que un alto porcentaje de pacientes con
enfermedad de Lyme no recuerde haber sido picado por garrapatagt(&trle
1996; Otecet al, 2000), hizo plantearse a varios grupos la cuestidén de la posible
implicacion de los trombiculidos europeos en la transmision de este patdgeno.
Asi, en Alemania, se detecté ADN 8errelia spp. en larvas dd. autumnalis
retiradas de musarafia griSr¢cidura russula) o alimentadas sobre roedores de
laboratorio infectados con diferentes especies del grupB. tbeirgdorferi s.l.
(Kampenet al, 2004) En 2008, se describi6 la presencia de diferentes borrelias
en larvas déNeotrombiculaspp. retiradas de aves en la Republica Checa (Literak
et al, 2008). El papel dsleotrombiculaspp. como vector competente de borrelia

continla siendo una cuestién no resuelta hasta la fecha.
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A excepcion de las escasas referencias, en ocasiones citas indirectas, que durante
los afios 50-60 describian los trombiculidos como reservorio€. deurnetii

(Blanc et al., 1952; Daniel, 1961; Kepka, 1965), no hemos encontrado
publicaciones que describan la presenci&dburnetiien estos acaros, lo que se

correlaciona con la ausencia de resultados positivos en nuestros ejemplares.

Son escasos los grupos que han investiggttonella spp. en trombiculidos. La
descripcion en EE.UU. de una cepaBetonella sp. estrechamente relacionada
con Bartonella vinsoniien ardillas grisesSciurus carolinens)s(Bown et al,

2002) dio pie al posterior cribado de sus ectoparasitos frente a esta bacteria. En
consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, ningin trombiculido
(Eutrombicula splendens, Myiatrombicula cyngsNeotrombicula whartory)
mostro infeccion poBartonella spp., aunque el microorganismo se encontré en
pulgas y piojos (Durderet al, 2004). Por otro ladoBartonella tamiae,
previamente aislada de pacientes en Tailandia (Kosoyal, 2008) fue
identificada en Leptotrombidiuspp. retirados de roedores silvestres en ese pais
(Kabeyaet al, 2010). El papel de los trombiculidos como potenciales vectores de

Bartonella spp. requiere mas estudios.

Los trombiculidos del géneroeptotrombidiumson los vectores demostrados de

O. tsutsugamush{Rajapakseet al., 2011). Aparte de.eptotrombidiumspp.,
ejemplares de trombiculidos de las espeblegaponicasin alimentarecogidos

de vegetacion en Jap@Rhamet al, 2001) yEushoengastia koreaengistirados

de roedores silvestres de Corea (keal, 2011) se han implicado como vectores

de O. tsutsugamushEn una publicacibn muy reciente, se investigo la presencia
deRickettsia, Anaplasma/Ehrlichia, C. burnetii, Bartonegll®. tsutsugamuslan
Leptotrombidiumspp. retirados de personas y animales en Japon, detectandose
anicamenteO. tsutsugamushiReeveset al, 2015).Hasta la fecha, no existen
publicaciones que relacionen trombiculidos europeos con la presencia del agente
causal del tifus de los matorrales. En nuestro caso, los ejemplares de vegetacion

testados frente a esta bacteria dieron resultados negativos.

Como resumen, podemos afirmar que hasta la fecha, el papel de los trombiculidos
como vectores competentes de microorganismos no esta comprobado, excepto

para el caso de Leptotrombidiwpp. y O. tsutsugamushi.
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Gracias a los datos clinico-epidemioldgicos recogidos en este trabajo se ha podido
realizar una descripcion completa de la trombiculiasis humana. Aunque en ningun
caso se han presentado complicaciones, esta dermatitis conlleva un importante
malestar general asociado al intenso picor. Las caracteristicas del cuadro clinico
observado han sido similares a las descritas por otros autores (Kampen, 2000;
Kampen, 2002; Chaccour, 2005; Guarretral, 2005; Marten®t al, 2012). Sin
embargo, existen datos discordantes con la serie publicada por Pogacnik y Kansky
en 1998, en la que el periodo de incubacion es de 24-48 h en comparacion a las 3-
16 h observadas en nuestros pacientes (Pogacnik y Kansky, 1998). No se han
visto diferencias importantes entre las caracteristicas clinicas de los casos
recogidos durante los 3 afios del estudio. Cabe destacar que el aspecto mas
variable es la localizacion de las picaduras, que esta directamente relacionada con
la zona de contacto con la vegetacién. Las picaduras aparecieron en las
extremidades inferiores en el 100% de los casos recogidos, dato l6gico teniendo
en cuenta que, independientemente de la actividad, las piernas son las partes del
cuerpo mas expuestas a la vegetacion. Un buen ejemplo de la relacién entre
actividad realizada y localizacién de las picaduras es que el 66,7% de las personas
que fueron picadas mientras recogian setas presentaban picaduras en las
extremidades superiores, frente al 23,3% de los que fueron parasitados en esa
zona mientras paseaban. El 46,7% de los trabajadores fueron picados en las
extremidades superiores al realizar trabajos forestales, porcentaje similar al
observado en cazadores (42,8%). En estos grupos las extremidades superiores son
zonas muy expuestas, mientras que el resto de las zonas del cuerpo presentaban
menos picaduras debido a que su indumentaria les protege mejor del contacto con
la vegetacion. El tipo de ropa usada por los recolectores de setas en comparacion a
la de trabajadores y cazadores podria explicar las diferencias en la distribucion de
las picaduras en el resto del cuerpo. Respecto al resto de las zonas del cuerpo, las
picaduras se registraron en las axilas, ingles y tronco en el 16,5%, 15,4% vy 12,1%
de los pacientes incluidos en el estudio, respectivamente. Tan solo el 4,4% de los

encuestados presentaban picaduras en la cintura.

En nuestra experiencia, todos los casos de trombiculiasis se han producido
siempre en personas con el antecedente de contacto directo con la vegetacion. Por

el contrario, Guarneet al. (2005) describieron el caso de un paciente en el que
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no se dio este contacto y que presentaba manifestaciones clinicas similares a las
de otro paciente afecto de trombiculiasis, que habia estado cazando con sus perros
(Guarneriet al, 2005). Los autores especularon que los trombiculidos fueron
transmitidos al paciente por el contacto directo con los perros infectados, ya que
los animales solian sentarse sobre sus duefios, y las picaduras se localizaban en el
abdomen y los muslos del paciente. Asimismo, Parcell end2013 comunicaron

un caso de conjuntivitis causada pbrautumnalisen una anciana sin antecedente

de contacto con la vegetacion, sugiriendo que el trombiculido provenia del gato de
la paciente, si bien no aportaban ningun dato sobre el animal (RarielR013).

Estos casos sugieren que el contacto estrecho con mascotas parasitadas
constituiria una ruta inusual de transmision de la trombiculiasis, haciendo posible
la transmision de los acaros sin contacto directo con la vegetacion. En ninguno de
los casos recogidos en este trabajo se ha adquirido la trombiculiasis por esta via.
Ademas, no tenemos constancia de ninguna persona que haya sido picada tras

mantener contacto directo con perros parasitados.

Debido a la inespecificidad de las manifestaciones clinicas de la trombiculiasis
humana, la estacionalidad del cuadro y el antecedente del contacto con la
vegetacion en zonas de riesgo son primordiales para un correcto diagndstico.
Ademas, puesto que el agente causal rara vez se encuentra en la piel, esta afeccion
puede confundirse facilmente con picaduras de pulgas, chinches, mosquitos o
incluso con la sarna (Kampen, 2000). Asi, el diagnostico diferencial debe incluir,
ademas de lo anterior, las fitofotodermatitis y la hipersensibilidad a sustancias
guimicas (Kampen, 2002). Por tanto, una correcta anamnesis es imprescindible,
ya que la trombiculiasis ha de ser tenida en cuenta siempre que aparezcan cuadros

de dermatitis inespecificos, al menos en nuestra region, durante el otofio.

El tratamiento de la trombiculiasis humana es basicamente sintomatico, y consiste
en la administracion de lociones y/o farmacos que calmen el picor como

antihistaminicos y corticoesteroides topicos. En casos de infeccion secundaria
asociada al rascado, puede requerirse el uso de antibidticos (Jones, 1987).
Ninguno de los pacientes recogidos en este estudio preciso tratamiento antibiotico
ni con corticoesteroides. A todos se les recomendé realizar bafios de avena

coloidal y el uso de ropa de algodon blanca como medidas de soporte. Asimismo,
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se les prescribio antihistaminicos. También se recomendaba evitar el rascado de
las lesiones, para prevenir eccemas e infeccion secundaria de las mismas. En
ninguno de los casos se observo el desarrollo de infecciones sistémicas atribuibles

a la transmision de agentes biolégicos.

En cuanto a la prevencion, la parasitacion puede minimizarse llevando una
indumentaria adecuada (Garcia-Alvastzal, 2013) y rociando los calcetines y
perneras de los pantalones con repelente (Jones, 1987). Los mas comunes, y que
mejores resultados has mostrado son los sprays que contienen dietil-meta-
toluamida (DEET) o permetrina (Breedetal, 1982; Kampen, 2000). Sin
embargo, a la vista de los resultados obtenidos, los repelentes no son siempre
efectivos. Aunque no resulte razonable, podria considerarse que la Unica manera
de evitar las picaduras es evitar acudir a las zonas de riego en las épocas de
actividad de las larvas. De hecho, se tiene constancia de que tanto trabajadores de
la Consejeria de Medio Ambiente de nuestra Comunidad Autonoma, como de
empresas privadas que tienen que trabajar en La Pineda en la época de actividad
de los trombiculidos, llegaron a solicitar un cambio de destino. Los propios
trabajadores argumentaban que ni una indumentaria adecuada ni el uso de
repelentes les libraba de las parasitaciones. Ademas, los trabajadores forestales de
la Comunidad Auténoma destinados a las zonas de riesgo defienden desde hace
afos que esta afeccion se considere enfermedad profesional y se tomen medidas al

respecto.

Una vez producido el contacto con las larvas de trombiculidos, se ha observado
gue una ducha o bafio con agua caliente y jabon, tomada lo antes posible tras la
exposicion, es una medida de prevencion importante. Tras la observacion de los
casos clinicos aqui incluidos se ha visto que la dermatitis se minimiza y el tiempo
de recuperaciéon se acorta, siendo este efecto mayor cuanto antes se realice dicha
medida. Por eso, desde nuestro Departamento se recomienda que inmediatamente
después de la exposicion, las personas se duchen y laven la ropa que llevaban. De
esta manera, parece que se evita que los trombiculidos se adhieran a la piel y que
los que estén ya adheridos se caigan, ya que necesitan entre 3 y 6 horas para
anclarse firmemente (Kampen, 2002; Mullen y O’Connor, 2002).
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Los casos clinicos caninos a los que hemos tenido acceso son mucho mas graves
gue la dermatitis pruriginosa observada en humanos. Las referencias sobre la
trombiculiasis en revistas de medicina veterinaria son escasas. Coincidiendo con
la clinica observada en los casos recogidos en este estudio, la trombiculiasis
canina se caracteriza por una parasitacion masiva de los animales en las zonas de
mayor contacto con la vegetacion (Nuttal al, 1998; Smalet al., 2004;
Takahashi et al, 2004; Guarneriet al., 2005; Kavithaet al, 2011;
Giannoulopoulost al, 2012; Tudor, 2012). Los datos de las analiticas a las que
hemos tenido acceso muestran signos de deshidratacion, que se explican por la
inapetencia de los animales ante la comida y bebida y los vomitos continuados.

Los casos descritos en Europa en los que detectan trombiculidos adheridos a la
piel de los animales se atribuyerNaautumnalis(Guarneriet al, 2005; Tudor,

2012; Giannoulopoulost al, 2012). Sin embargo, los autores no hacen referencia

a la clasificacién morfologica de los ejemplares retirados. Por otro lado, en 2001
se describio el primer caso de trombiculiasis humana y canina en Africa (gteyne

al., 2001), atribuyendo la causalidad a L. subquadratum

En nuestro estudio sélo se tuvo acceso a los trombiculidos retirados de un perro.
Debido al estado de los mismos no se pudieron clasificar hasta especie, aunque de
acuerdo a claves taxonOmicas correspondian al gémeotrombicula.
Basandonos en la epidemiologia, parece logico pensar que el agente causal en este
caso fuera\. inopinata, puesto que la parasitacion tuvo lugar en octubre en la

zona de Lumbreras.

El tratamiento de la trombiculiasis canina es sintomatico y empirico ya que no se

conoce la fisiopatologia de esta parasitacion. Consiste en la administracion de

corticoesteroides y medidas de soporte (Setal, 2004). Teniendo en cuenta

gue los perros resultan masivamente parasitados, el momento de la

desparasitacion resulta clave para la evolucion favorable de los animales. El uso
de fipronil ha mostrado buenos resultados en los casos aqui recogidos, asi como
ha quedado constatado en la literatura (Nugiahl, 1998; Seixa®t al, 2006).

Dada la gravedad de los casos, la prevencién en los casos caninos es de vital
importancia. Deben de evitarse las actividades al aire libre con perros (paseo,
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caza, etc.) durante las épocas de riesgo en las zonas en las que se ha descrito la

trombiculiasis. Es la Unica medida eficaz.

Inicialmente los casos de trombiculiasis, tanto humanos como caninos, se
asociaron Unicamente al Parque Natural Sierra Cebollera, restringidos al
municipio de Lumbreras. Los datos de este estudio han permitido ampliar la
distribucion de casos de trombiculiasis a otros municipios de La Rioja. Hasta el
momento, tenemos constancia de casos humanos asociados a Lumbreras, Canales
de la Sierra, Villavelayo, Ajamil de Cameros, Océn y Munilla y de casos caninos

en Lumbreras, Villavelayo, Ajamil de Cameros, Munilla, San Millan de la

Cogolla, Brieva de Cameros, Ventrosa, Mansilla de la Sierra y Anguiano.

El nimero de pacientes incluidos en este trabajo es una pequefa representacion
del total de casos de trombiculiasis humana que ocurren cada otofio. En nuestra
region la trombiculiasis salté a los medios de comunicacion en 2007 debido a la
alarma social provocada por las picaduras de los trombiculidos en cazadores y
recolectores de setas. De hecho, como ya se ha sefialado en esta memoria, el tema
lleg6é a tratarse como pregunta parlamentaria, por considerarse un problema de
Salud Publica. Antes de la realizaciéon de este trabajo, en las bases bibliograficas
no existian descripciones sobre la trombiculiasis en Espafia, y sélo se podian
encontrar las realizadas por parte del equipo del antiguo Hospital de La Rioja y las
aportaciones de un veterinario en Soria (José Luis Serrano Barrén), que habia
llamado la atencion al respecto en una paginaveb
(<http://argos.portalveterinaria.com/noticia/1412/articulos-archivo/neotrombicula-
autumnalis:-un-parasito-a-tener-en-cuenta.html>). La difusion que desde el
comienzo del proyecto se hizo en nuestra region (Anexos | y 1l) ha propiciado un
mayor conocimiento de la trombiculiasis en La Rioja, tanto para el personal
sanitario como para la poblacién general. Esto increment6 el nimero de afectados
que contacté con nuestro Departamento. De hecho, en varias ocasiones han sido
los propios afectados los que nos han comunicado sus casos, a través de la
direccion de correo electronico o del numero de teléfono que se habilitaron con
este fin. Asimismo, estas vias de contacto han servido de ayuda a los facultativos

de las zonas donde la trombiculiasis esta presente para resolver dudas sobre esta
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afeccion. La difusion de los dipticos ha sido de utilidad para ayudar a personas de
otras Comunidades Auténomas. Se han dado casos en personas de Cantabria o del
Pais Vasco que acudian a sus centros de Atencion Primaria con nuestro diptico.
Ante el desconocimiento de sus médicos de cabecera, contactaban con nosotros
para guiar el manejo de los pacientes. Ademds, varias péagiehsde
asociaciones de senderismo y de aficionados a la micologia tienen enlaces que
permiten descargarse estos documentos (<http://www.setasysitios.com/setas-y-
sitios/cuaderno-de-campo>). En la actualidad, y una vez que se reconoce el
cuadro, la mayoria de los casos son atendidos en Atencion Primaria y no llegan a

la Atencién Especializada.

En resumen, en esta memoria se aportan datos concluyentes sobre la presencia de
trombiculiasis humana y canina provocadas por una especie de trombiculido no
reconocido previamente en Espafa ni asociado a trombiculiasis en ninguna parte
del mundo. Existe una clara estacionalidad y zonas geogréficas bien definidas que
permiten establecer mecanismos de prevencion frente a esta afeccién. En lo que
concierne al papel dBl. inopinata como vector de microorganismos, nuestros
datos sugieren que, en principio, no transmiten ninguna infeccion de las que
habitualmente vehiculan otros &caros como garrapatas, con las que comparten
nicho ecologico. De la difusion, conocimiento y nuevos estudios relacionados con

el tema aqui presentado dependera la disminucion de los molestos casos humanos
y de los potencialmente mortales casos caninos. En el momento actual sélo
podemos aconsejar evitar adentrarse en la vegetacién de las zonas en las que
existe alto riesgo de parasitacion. Esperamos que las nuevas técnicas de estudio,
como la secuenciacion masiva del microbioma del parasito, arrojen luz sobre su

potencial implicacion en la transmisién de agentes patdgenos.
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Conclusiones

1. La trombiculiasis es una ectoparasitosis que afecta a personas y perros,
presente en zonas montafiosas definidas de La Rioja.

2. Las personas que entran en contacto Monnopinata desarrollan, en
pocas horas, un cuadro muy molesto de dermatitis pruriginosa.

3. Los perros que sufren una parasitacion masiva por trombiculidos
desarrollan un cuadro consistente en vOomitos y ataxia que compromete su
vida, llegando en ocasiones a un desenlace fatal.

4. Existe una clara estacionalidad en la presencia de larMdsidepinata y
trombiculiasis.

5. En el medio estudiado, se han encontrado adultoBl.d@opinata en
muestras de tierra recogidas en primavera.

6. Los datos epidemiolégicos avalan que el agente causal de la trombiculiasis
en el medio estudiado son las larvas de N. inopinata.

7. El hallazgo de trombiculidos en aves plantea un posible papel de éstas en
la dispersion de dichos acaros.

8. No se ha detectado la presencia Béckettsia spp., Anaplasma
phagocytophilum Borrelia spp., Coxiella burnetij Bartonella spp. y
Orientia tsutsugamuslan larvas de N. inopinata.

9. La unica medida preventiva eficaz frente a la trombiculiasis es evitar el
contacto con la vegetacion en los periodos y zonas de actividad de las
larvas de trombiculidos.

10.Dado el caracter emergente de la trombiculiasis en nuestro medio, se
deben establecer estrategias preventivas, como la informacién a la
poblacion acerca del riesgo existente en las areas donde estan presentes los
trombiculidos.
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Conclusions

1. Trombiculiasis is an ectoparasitosis affecting peoghd dogs that is

present in well-defined mountainous areas of La Rioja.

2. People in contact withN. inopinata suffer from very disturbing

pruriginous dermatitis after a few hours.

3. Dogs with massive parasitation by trombiculid mites develop clinical
manifestations consisting of vomiting and ataxia that commit their lives,

reaching sometimes an outcome fatal.

4. There is a clear seasonality in the presencél.oinopinata larvae and

trombiculiasis.

5. In the studied area, adudpecimens oN. inopinata were found in soil

samples collected in spring.

6. The epidemiological data support thak inopinata larvae are the

etiological agents of trombiculiasis in the studied area.

7. The finding of trombiculid mites parasitizing birds suggests the potential

role of birds in the dispersion of these mites.

8. The presence oRickettsia spp.Anaplasma phagocytophilynBorrelia
spp.,Coxiella burnetij Bartonella spp. an@rientia tsutsugamushnas not

been detected in N. inopinata larvae.

9. To avoid contact with vegetation in periods and areas of activity of
trombiculid larvae is the only effective preventive measure against

trombiculiasis.

10.Preventive strategies, such as information to the population about the risk
existing in areas where trombiculid mites are present, should be
established, given the emerging nature of the trombiculiasis in our

environment.
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8.1

La Consejerfa de Salud del Gobierno de La Rioja, a través
del Area de Enfermedades Infecciosas del Hospital San
Pedro, ha lanzado esta camparia informativa y preventiva
sobre las picaduras de los trombiculidos. Estos aca-
ros, presentes principalmente en el Parque Na-
tural de Sierra Cebollera y
olras areas montarosas
del Camero Viejo, si bien no
generan afecciones graves,
pueden ocasionar molestias impor-
tantes. Por ello, este documento recoge
los lugares y fechas en los que la existencia
de estos acaros es mas frecuente, las carac-
tersticas de su picadura, cémo prevenirla y
su tratamiento en el caso de padecerla.
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Llegan los.
_trombiculidos

Descubre qué son, como prevenirlos
y coOmo actuar en caso de picadura

¢ QUE SON?

Son acaros, de la familia de las arafias,
que se caracterizan por su color rojoy su
pequerio tamario, inferior a 1 milimetro.

oA QUIENES PUEDEN AFECTAR?

A personas que realizan actividades al
aire libre (caza, paseo, trabajo forestal,
recogida de setas...) y alos animales que
les acompanan, habitualmente perros.

LDONDE SE ESCONDEN?

En la vegetacion baja de zonas bosco-
sas, principalmente del Parque Natural
Sierra de Cebollera y otras zonas del Ca-
mero Viejo.

4CUANDO?
Estan presentes entre los meses de agos-
to y noviembre.

¢COMO PODEMOS PREVENIR SU PI-

CADURA?

» Evitando adentrarse en la vegetacion

= Llevando una ropa adecuada: pantalén
largo, manga larga...

* Usando repelentes de inseclos

¢ QUE PUEDEN CAUSARNQOS?

En el hombre, las picaduras provocan
cuadros de irritacion con lesiones erite-
matosas (dermatitis) que generan mucho
picor y malestar general.

*
*X

Y Sl NOS PICAN...
No se trata de una afeccién grave, pero
resulta muy molesta.

En caso de estar afectado, debe ponerse
en contacto con el Area de Enfermeda-
des Infecciosas del Hospital San Pedro
Tel.: 941278870

E-mail: artropodos @riojasalud.es

Gobierno de La Rioja
W tanoia org

Rioja
Salud

Financiado en parte con fondos de la Consejeria de
Educacion. Cultura y Deporte del Gobierno de La Rioja
(Programa FOMENTA 2007/14)
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Rioja S o290
SP| RECOGIDA DE CASOS HUMANOS & $we@, Ciaiz
2 o0 W
Departamento de b Centro de Ricketisiosis y Enie.rr{!:ﬂﬁf_ﬁi

i ¢/ transmitidas por Artropodos
Enfermedades Infecciosas

Nombre del paciente:
Fiebre/febricula:

Exantema:

Malestar general:

Picor:

Picaduras de trombiculidos: Si/ No

Localizacion de las picaduras:

Picaduras de otros artrépodos (garrapatas, pulgas,...):

Otros sintomas:
Lugar donde se mantuvo contacto con la vegetacion:
Fecha y hora de contacto con la vegetacion:

Inicio y duracion de los sintomas:

Ropa adecuada para evitar picaduras: Si/ No

[Manga larga, pantalén largo, pernera dentro de calcetines, cabeza cubierta (Garciaefhla214)]

Usaba repelente: Si/ No Cual:
Picaduras en acompafiantes: Si/ No  Cuantos:

Acompafado de perro: Si/ No Resulté enfermo: Si/ No
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— S s
Rioja S 88
Salud K :)‘;1 S%EIBIR
S — RECOGIDA DE CASOS CANINOS 2, ®® °% ...

Enfermedades Infecciosas ¢/ transmitidas por Artropodos Vectores
Clinica veterinaria: Dueifio:
A) Datos del perro:
Nombre:
Raza y sexo:
Edad:
B) Origen de la parasitacion:
Fecha y hora:
Lugar:
C) Datos clinicos:
¢, Sigue parasitado?: Si/ No Zonas de parasitacion:

Vomitos: Si/ No
Aletargamiento: Si/ No

Eritema: Si/ No
Ataxia: Si/ No

Otros sintomas:

Inicio y duracion de los sintomas:
Tratamiento: Si/ No Cual:

Otras observaciones:
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EL OORERD
1108 DCTUSRE DE 2005

[
@ cluDADAHTS

EL HABITAT. Las muummmmmldﬂ P\.-enndti'mrﬂ..ru-t

La larva de un dcara, que vive dnicamente
Juram,elw meses de utuiii:'i atar.:a animales

Un parésito en

el hosque

A. GIL/A. SOTO LOGRONO minados tifus de los matorrales del .
. sudeste asidtico, que fueron una Un equipo
Un equipo del Area de Enferme-  de las causas por las que EEUU
m;?h&osasuemmm&m perdio la guerra de Vietnam, pero puntero enla
Pedro aisld y estudiden el afio 2001 no habia muchas referencias en H i i
Tos Tolestos —er al.caso de Jns pers Efiropan, investigacion
mm—nmquwimnen Iosm El docmr Oteo cuenta que la R i ORY O
los de zonas i i0n se centrd en primer | AGJAS. LOGRORD
¥ poblada vegetacion. Son micros-  Jugar en comprobar si estos micro- AT LA LT
copicos lidos que se or -sus larvas, gue son El Area de Enfermedades
ihi alapiel de animalesy  las que i eran vectores Infecciosas del Hospital San
personas por el simple transitoy  de enfermedades. «Tuvimos un Pedro es una de las que
que fueron conocidos piblica-  caso de Rickettsia felis —enferme- cuenta con mis reconoci-
mente hace unas semanas trasuna  dad bacteriana infecciosa causa- miento nacional e interna-
denuncia del Partido Riojano, da por pulgas, piojos, garrapa- cional. «Tratamos de auto-
cuando en un sélo fin de semana  tas...-, algo que era muy raro en financiarnos en la medida
did a ci deanimalespor  Espafia y en Europa, pero final- de lo posiblew, explica el doc-
veterinarios y a varias | mente p que se tra- tor José Antonio Oteo, Asi
en Urgencia por picaduras. baba de un paciente expuesto a pul- ha oeurrido con varias pro-
Se trata de misteriosos e indo-  gas, ademds de a estos dcaros, y gramas de investigacion
mables pardsitos que pueblan los  que éstas eran la causa de la enfer- sobre el sida y asi esta suce-
subsuelos de montes a partirdelos  medads, diendo con los trombicili-
1.200 metros de altitud en mato- dos. «Fuimos los primeros
rrales y hierbas altas contra los  Tranquilidad en describir un caso de ric-
que no se ha podido actuar, al Lo que el equipo de investigacion kettsta felis como patogeno
menos de momento, pero si estu- pnicuwnmte puede aseguraren - humano en toda el drea
diar. El jefe de serviciodelaUni-  la los [: das por el dcaro. /LR, mediterrdnea europea y
dad de E Infecciosas, Iidosde]ahnedamosmvmm hemos dado a conocer la
José Antonio Oteo, asilo explica:  de enfermedadess. «Son menos trombiculidiasis en Espafia
«Bstuvimos varios afios muy des-  peligrosos que las garrapatas, si |_JOSE A. OTEO talones por dentro y calcetines con el caso de los dearos de
“Los guarda bien es clerto que no podemos evi- ENFERMEDADES INFECCIOSAS  altos, pero no sélo por estos artré- Cebolleras.
de la zona de la Pineda, en Cebo-  tarloss, Los pardsitos aparecen en podos, sino también para prote- El equipo de estudio de
llera, no querian entrar porque el otofio, desde octubre hasta los gerse de otras picadurass, enfermedades transmitidas
siempre salian con manchase irri- ~ primeros hielos y nieves. «Los pri- por artripodos vectores ha
i encon-  meros fines de semana tras San En animales obtenido una beca del 48.000
trar una explicacion hasta que  Mateo se producen muchos casos Los ataques de estos trombicili- euros del Goblerno de La
‘hallamos una larva del dcaro adhe- mm.m;plemmemmsarlos dos a personas se tratan con cor- Rioja para conocer el alcan-
rida a la piel de un paci; se adhi; ticoides y sin hospitalizacion, aun- ce de la trombiculidiasis,
A partir de ahi fue todo mias  nas». El doctor Oteonoes])ani que en el caso de Jos perros las con- mientras que estd pendien-
facil, aungue tampoco sencillo: «Se  dario de tomar medidas drasticas secuencias pueden ser mucho mas te de obtener otra de la Uni-
trataba de un mebicuhdn. pem ni cerrar los mnntes «Son muy graves: «Se han descrito altera- versidad Carlos II1 de
apenas hay escasas ciones neuroligicas, e incluso falle- Madrid de 115.000 euros
Mennnia.Umiayalwnpaisde de mi punto de vlsta. es mejorr cimientos, suponemos que porque ‘para estudiar las rickettsias:
la antigua Unién Soviéticas, «De  informar a los . BXCUr- van desprotegidos de ropa yans «Seria muy importante para
hecho, han side nuestras investi- jonistas o b dores de setas g de suelow, «Hay casos de ani) apunta Oteo- por-
gaciones las que los han dadoa  dejarles en casas. El médico reco- -afade- con miles de picaduras de que nos permitiria consoli-
eonocer en Espafiar. «8i han sido  mienda en este sentido acudir al = estos pardsitos ¥ entonces estamos dar personal para ocuparse
descritos -afiade Oteo- los deno-  mante woon botas altas, conlos pan- |~ quie dejarles en casa»  ante otro problemay. de estos temas».
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N va miooa VILRNLS 19 DE OCTUBRE DE 2007

El PR pide el cierre temporal de un monte
de Piqueras por una plaga de parasitos

Toledo dice que un
veterinario atendié
el lunes a 75 perros
y Urgencias, a
varias personas

’ '._ £ < lf._.

A GIL LOGRORO

El diputado del Partido Riojano,
Jomdt Todex A0 ayer o CerTe
dol monte ineda, en of puerto
do Plqueras, por ka prolifenscion
e um Scro de tempoesda que, silo
el pasado Min de semana, provood
Qque mas de Clon perros ¥ varias
PTsOnas Buv N que T atersdl
dhows ele arws poc poarte de vede
rimarios y personal méd ico,

El acaro, dentificado por un
veterinarieo sorlano como Reo-
Ervendan el ouatiirmarail, s oun
sito que habita en el suslo y sub
suelo en ronas frondosas y a par
tir de 1 2300 metros ¥ se adhiere a
1a plal de forma masiva como un
site. Fl monte de La Pineda,
b0 en sl Vert ot s como
riojans, rene tockos hos reguibsitos
eales para este microorganismo -
¥ su presencia fue advertida ya 3’-_
hawoe cuntno afios por puandas fores - v ‘
tales: «lo pusieron en conocl-  Afriba, picaduras recientes &n personas y abajo, iImagenes en microscopio de s Warvas obtenidas por

milenito de las autorilules, TON0  of yoterinario soriano José Luis Barrdn. /1L sasedn
= ha hecho rowlas, denunchd ayer

EH LA RIOIA LA RIOIA: DOMINGO 11 DE NOVIEMBRE DE 2007

O > -

_mmm_mmﬂéhmmu
Un equipo del Area de Enfermedades Infecciosas de La Rioja aislé en el 2001 los molestos dcaros de
Cebollera que se adhieren a la piel de senderistas y cazadores dmmndolahanmum&ldeen&nne_&a%
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[TRIS I

OY€... LoS RICHOS ESOS QUE DICEN QUE TE NO... SON MA'S

Y PELUDOS ?

PIcAM EN ESTE MONTE ... 2 SON GRANDES | BIEN TIPO

AH... PUES ARAK!I TAS

ME QUEDO MAS
TRANQUILO
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REGION

Sanidad detecta un incremento de acaros y garrapatas, que
se ceba con la sierra

El responsable de enfermedades infecciosas del CIBIR achaca el aumento de estos animales al alza de las temperaturas, aunque rechaza que
se frate de una plaga
11.11.10 - 00:15 - P. HIDALGO | LOGRONO.

Comenta esta noticia| Twesl 84 0 [@companir [FIEmerEd | ¢ it twios B @ @2

Haberlos, ‘haylos' y en abundancia. Trombicdlidos LOS TROMBICULIDOS
ariropodos. garrapalas. mosquitos y loda una suerte de e San nins Scos deia faimilia 06 s
b\Fhitos han incrementado su presencia entre nosotros: No arafias, de color roio ¥ pequeRio lamafio
s6lo en La Rioja, sino en todo el mundo occidental CaUSANG0 4o e esconden en 13 vegetacion de 1as
serios problemas en Cenfroeuropa v en los anfiguos paises nRAS Al e OLiR.

que integraban |a Union Soviética. Los animalitos del
momento se llaman tfrombicdlidos, unos acaros de la familia

Cuando. Estin presenies desde finales de

de las arafias que habitan enire la vegelacion de las zonas agosto y hasta que caen las primeras
altas de montafia entre finales de agosto y hasta que caen nieves.

las primeras nieves. En nuestro terrtorio, proliferan en los EReCios: Sif plcatiifa Privoca Cliss: de
bosques del Parque Natural de Sierra Cebollera (en los imitacion con dermalilis en las personas y
entornos de La Pineda y de |a Venta de Pigueras), en las et T s T

altifudes del Camero Viejo y enire |as jaras de la sierra de la que pueden acabar en muerte
Demanda. Sus 'viclimas' habituales son los cazadores y los

buscadores de setas, entre los que causan cuadros de

irritacion en |a piel. En los animales de compaiiia, su picadura desemboca en parasitaciones masivas
que pueden derivar en la muerte

«Cuando comenzamos a investigarios, hace bastantes afios. parecia que su presencia se circunscribia
a determinadas areas del monte, pero estan apareciendo nuevas manchas. No sabemos por gué ocurre
esto, pero no se trata de un problema exclusivo de La Rioja, sino que sucede lo mismo en Espafia y en
otras zonas de Europa», sefiala el jefe del drea de enfermedades infecciosas del CIBIR y del hospital
San Pedro, José Antonio Oteo. En esfe ceniro de referencia para foda Espafia en enfermedades
transmitidas por arfropodos tienen constancia. a su vez, de que han aumentado las poblaciones de todo
tipo de artrépodos. garrapatas o mosquitos «y que algunas patologias ligadas a estos ditimos se estan
incrementando». De ahi que recieniemente hayan recibido comunicacion del primer caso en Espaia de
paludismo autoctono (en personas que no han viajado a una zona endémica ni viven cerca de un
aeropuerto) detectado en Huesca y de contagios por el virus del Oeste del Nilo, que ataca al sistema NOTICIAS RELACIONADAS
nervioso, entre dos ciudadanos de Cadiz. «Hay gue considerar que el (ltimo caso de paludismo que se
diagnosticd en este pais data de principios de los sesentas, contextualiza el docior Oleo.

El doctor José Antonio Oteo. 3 JUSTO RODRIGUEZ

» zLas pulgas de las mascotas también transmiten
bacterias»

El experio en enfermedades infecciosas rechaza hablar de plaga, pero reconoce que «predomina de
todo»_ No obstante, maliza que «en La Rioja lo tenemos controlado porque existe una vigilancia
continua»

Las causas de esia eclosion de bichiios parecen difusas. pero Otec apunia aigunas claves: «Carecemos
de evidencias cientificas, pero sabemos que a nivel mundial se han elevado un poce las temperaturas

lo que favorece que crezcan los censos de artropodos en general. En cuanto a los mosquitos, por efecto
de Ias lluvias terrenciales se crean charcas en las que nacen esios insecios. Antiguamente, ésias se
desecaban, precisamente para evitar que estos se reprodujeran. También han cambiado ofros habitos
como la fumigacién, que ahora se realiza menos para contrarrestar sus efectos toxicos»

El doctor insiste en que «el verdadero problema» radica en que estos animales conviven con nosotros y
que «no los hemos erradicado». Si bien, admite que «hoy en dia los virus y bacierias viajan en avidn»
«Los movimientos poblacionales por distintos motivos -viajes por turismo, negocios o la inmigracidn-

podrian justificar algan caso puntual». Y retoma: «ef peligro no son estos desplazamientos, sino el
animal que habita en nuestros montes, y el monie no se puede quemar»

http://www.larioja.com/v/20101111/rioja-region/sanidad-detecta-incremento-
acaros-20101111.html
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Open Access

Neotrombicula inopinata (Acari: Trombiculidae) - a
possible causative agent of trombiculiasis in

Europe

Alexandr A Stekolnikov'", Paula Santibafez?, Ana M Palomar? and José A Oteo’

Abstract

approximately unbiased p-values.

three separate clusters.

"harvest bug” in Europe, together with N. autumnalis.

Background: For over a decade, the presence of trombiculid mites in some mountain areas of La Rioja (Northern
Spain) and their association with seasonal human dermatitis have been recognized. This wark aimed to establish
the species identity of the agent causing trombiculiasis in the study area.

Methods: Trombiculid larvae (chigger mites) were collected from vegetation in the Sierra Cebollera Natural Park
and in Sierra La Hez during an outbreak of human trombiculiasis in 2010. Three specimens collected from a bird
were also examined. Identification was made using morphological and morphometric traits based on the most
recent taxonomic sources. A comparison of those mites with specimens of the same species collected throughout
Europe was performed by means of cluster analysis with multiscale bootstrap resampling and calculation of

Results: All collected mites were identified as Neotrombicula inopinata (Qudemans, 1909). Therefore, this species is
the most likely causative agent of trombiculiasis in Spain, not Neotrombicula autumnalis (Shaw, 1790), as it was
generally assumed. No chigger was identified as N. autumnalis in the study area. Neotrombicula inopinata clearly
differs from N. autumnalis in the presence of eight or more setae in the 1st and 2nd rows of dorsal idiosomal setae
vs. six setae in N. autumnalis. Comparison of N. inopinata samples from different locations shows significant
geographic variability in morphometric traits. Samples from Western and Eastern Europe and the Caucasus formed

Conclusion: Since the taxonomical basis of many studies concerning N. autumnalis as a causative agent of
trombiculiasis is insufficient, it is highly possible that N. inopinata may be hiding behind the common name of

Keywords: Harvest bug, Trombiculiasis, Neotrombicula autumnalis, Neotrombicula inopinata, Spain

Background

Nowadays, four chigger mite species are proven to attack
humans in Europe causing trombiculiasis — Neotrombi-
cula autumnalis (Shaw, 1790), Kepkatrombicula desaleri
(Methlagl, 1928), Blankaartia acuscutellaris (Walch, 1922),
and Trombicula toldti Winkler, 1953 [1]. The last one is a
mite of unclear taxonomic position, which is still known
solely from its type locality in Austria [2]. Blankaartia
acuscutellaris is associated with reedy margins of water

* Correspondence: Alexandr.Stekolnikov@zin.ru

'Zoological Institute, Russian Academy of Sciences, Universitetskaya
Embankment 1, St. Petersburg 199034, Russia

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

bodies (rivers, lakes, swamps, etc.). This widespread
species principally infests birds inhabiting such biotopes,
and humans are occasional hosts [1]. Kepkatrombicula
desaleri parasitizes ungulates and has only been recorded
on humans by the author who originally described it [3].
Unlike most trombiculids, this species is characterized
by the presence of a sucker disk in the apical part of the
hypostome that allows it to feed successfully on large
hosts [4].

Neotrombicula autumnalis has been reported as the
most frequent causative agent of human trombiculiasis
in Europe [5-10], and its role as “harvest bug” has been

© 2014 Stekolnikov et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the criginal work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http//creativecommons.crg/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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attributed without sufficient taxonomic criteria [11,12].
To date, the harvest bug’s taxonomy remains unclear.
Thus, Richards distinguished several forms of this species
when designating the neotype of N. autumnalis [12].
Later, Kepka raised them to the subspecies level and
equated two of them with the previously described
taxa, Neotrombicula inopinata (Oudemans, 1909) and
Neotrombicula vernalis (Willmann, 1942) [13]. Nowadays,
both have been assigned the species rank [14-17].
Therefore, it is highly possible that the common name
of “harvest bug” comprises more than one trombiculid
species in Europe.

Neotrombicula autumnalis has been found in different
locations in northern Spain [18-20]. Thus, cases of human
and canine trombiculiasis have been recorded annually
in La Rioja (North of Spain) from late summer to mid-
autumn [21,22]. Dermatitis associated with chigger bites
has repeatedly been a cause of public health concern in La
Rioja, and in 2008 a study of trombiculiasis was financially
supported by the Regional Government. One of the aims
of this project was to correctly identify the chiggers present
in this Region, since all cases had been ascribed to N.
autumnalis despite no proper taxonomic identification
ever having been carried out. Trombiculid larvae were
collected in areas where the presence of mites and seasonal
dermatitis cases in humans had been previously confirmed
[21]. The collection of questing chiggers from vegetation
allowed us to suggest the possible causative agent of trom-
biculiasis in the study area.

Methods

Collections

Chigger mites were collected during the scheduled sam-
plings of a three-year study (2008-2010) by members of
the Infectious Diseases Department, Center for Biomedical
Research of La Rioja. A proportion of the chigger speci-
mens collected on randomly-selected sample days were
included in this study. According to the seasonality of
human trombiculiasis in La Rioja, field collections were
carried out from September to November 2010. Unfed
trombiculid larvae ready to seek hosts were collected as
follows:

1. The black-plate method, which is commonly used
when collecting free trombiculid larvae from the
ground, was combined with the flag technique, used
to collect ticks on vegetation. Thus, a 20x40 cm
black plastic plate with two strings at opposite
corners was dragged over the ground. Chiggers were
transferred into tubes containing distilled water with
the aid of a brush.

2. By direct capture: chiggers on the upper surface of
the leaves or on small dry branches were directly

collected into tubes.
200
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Additionally, three chiggers were removed with a swab
from an Erithacus rubecula (L.) specimen captured during
a bird ringing campaign carried out in the same area
by Aranzadi Sciences Society and Abies Environment
Resources Inc.

Chigger collection sites

Three sampling areas in La Rioja (North-West of the
Central Iberian System, North of Spain) were chosen
according to the proven existence of human and canine
trombiculiasis:

1. La Pineda, 42° 06' 00" N, 2° 33’ 00" W. It is located
in Sierra Cebollera Natural Park, at 1,270-1,330 m
above sea level (a.s.l.) (Figure 1). This location
belongs to the municipal district of Lumbreras,

2.5 km away from the nearest village, San Andrés.
Collections were made on 14th and 19th September,
4th and 11th November 2010 in a grove of Pinus
sylvestris L. with undergrowth of Erica vagans L.,
llex aquifolium L., Prunus spinosa L., Juniperus
communis L., and Rubus fruticosus L. Most chiggers
were found on Brachypodium sp. at 15-40 cm above
the ground (Figure 2) or on defoliated and dried
branches of P. spinosa and P. sylvestris lying on the
ground, at a height of 25-50 cm (Figure 3).
Collection of chiggers from a bird was carried out in
this location on 19th September, 2010.

2. Valdecalvo, 42° 07" 00" N, 2° 31" 30" W. It is located
4 km away from San Andrés and c. 2-3 km away
from the previous location, at 1,400 m a.s.l. The
vegetation has the same characteristics as described
above for La Pineda. Sampling was performed on
4th November 2010.

3. Ocoén, 42° 17" 15" N, 02° 14’ 30" W. This place is
located in the Sierra de La Hez (Leza-Jubera Basin).
The collection site is located 2 km away from Ocdn
and c¢. 33 km away from previous locations, at
1,050 m a.s.. Chiggers were collected on 7th
October, 2010 in a Quercus pyrenaica Willd. grove
with undergrowth of Cytisus scoparius (L.) Link,
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, Brachypodium sp.,
and Rubus fruticosus.

For morphological comparison, N. inopinata samples
representing widely separated parts of Europe and pre-
served as microscopic slides in different depositories were
used (Figure 4):

1. Two specimens (Institut Royal des Sciences Naturelles
de Belgique, Bruxelles) from Glis glis (L.), Belgium,
Torgny, 49° 30’ N, 5° 28" E, 1955, coll. A Fain.

2. Ten specimens [Zoological Institute RAS (ZIN), St.
Petersburg, Russia] from Prunella modularis (L.),
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Figure 1 Collection site in La Pineda.

Sylvia atricapilla (L.), and E. rubecula, Czech Republic,
Novy Jicin, 49” 34’ N, 17° 59" E, 31.07-15.08.2005,
coll. I Literak [23].

. Six specimens [Zoological Museum of Moscow

University (ZMMU), Moscow, Russia] from Myodes
glareolus (Schreber), Ukraine, Transcarpatia, Rakhiv
Raion, Kvasivsky Menchul Mt,, 48° 10" N, 24° 20" E,
8.09.1959, coll. SO Vysotzkaja, identified as
Neotrombicula germanica (Willmann, 1952) [24].

. Ten specimens (ZMMU) from M. glareolus,

Ukraine, Transcarpatia, Rakhiv Raion, coordinates

unknown, 5.09.1959, coll. SO Vysotzkaja, identified
as N. germanica [24].

. Nine specimens (ZMMU) from M. glareolus,

Bulgaria, Pirin Mts, 41° 46 N, 23° 24" E,
21-22.10.1960, coll. L Hristov, identified as
N. germanica [25].

. One specimen (ZMMU) from M. glareolus, Bulgaria,

Vitosha Mts, 42° 34’ N, 23° 17' E, 7.11.1960, coll.
G Markov, identified as N. germanica [25].

. Ten specimens (ZIN) from Sorex raddei Satunin and

Apodemus (Sylvaemus) sp., Russia, Kabardino-Balkaria,

L

Figure 2 Cluster of unfed chigger mites at the end of a grass stalk, La Pineda.
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Figure 3 Cluster of unfed chigger mites on a dried branch of Pinus sylvestris, La Pineda.

Nalchik, 43° 26’ 20" N, 43° 35" 47" E, 24.06.1996, coll.
AA Stekolnikov.

8. Seven specimens (ZIN) from Microtus sp., Russia,
North Ossetia-Alania, Alagir, 43° 02" N, 44° 13" E,
18.04.1976, coll. SN Rybin.

9. Nine specimens (ZIN) from Cricetulus migratorius
(Pallas), Apodemus (Sylvaemus) sp., and Chionomys
gud (Satunin), Russia, Dagestan, Mazada, 42° 11’ 40"
N, 46° 22' 26" E, 11-12.07.1988, coll. AB Shatrov.

10.0ne specimen (ZIN) from Apodemus (Sylvaemus)
sp., Russia, Dagestan, 6 km E from Khnov, 41° 21’
29" N, 47° 31' 36" E, 22.06.1988, coll. AB Shatrov.

Preparation and examination
Specimens from La Rioja selected for this work were
fixed in 70% ethanol; 87 specimens were then mounted

on microscopic slides in Faure-Berlese medium under
uniform conditions. Clarified preparations were examined
under a compound microscope MBI-3 (LOMO plc, St.
Petersburg, Russia) with phase contrast optics. Mea-
surements were made with an ocular micrometer and
converted to micrometers. Digital photographs of mites
were acquired with a Leica DM5000B microscope equipped
with a DFC320 digital camera (Leica Microsystems Wetzlar
GmbH), using differential interference contrast micros-
copy. All examined specimens are archived at ZIN (Nos
8250-8336).

Statistical evaluation

The bootstrapping cluster analysis was used to estimate
relative morphometric closeness between N. inopinata
collected in La Rioja and samples from other regions. The

Figure 4 Collection sites for Neotrombicula inopinata.
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analysis was based on the following 17 characters: AW
(distance between anterolateral scutal setae), PW (distance
between posterolateral scutal setae), SB (distance between
sensillary bases), ASB (distance from the level of sensillary
bases to extreme anterior margin of scutum), PSB (distance
from the level of sensillary bases to extreme posterior
margin of scutum), P-PL (distance from the level of
posterolateral scutal setae to extreme posterior margin of
scutum), AP (distance from anterolateral to posterolateral
scutal setae on one side), AM (length of anteromedian seta
of scutum), AL (length of anterolateral setae of scutum), PL
(length of posterolateral setae of scutum), H (length of
humeral idiosomal setae), pa (length of leg I, including
coxa), pm (length of leg II, including coxa), pp (length
of leg I1I, including coxa), DS (number of dorsal idioso-
mal setae), VS (number of ventral idiosomal setae), and
dmt (distance from the base of leg III tarsus to the base
of mastitarsala). Leg lengths were divided by 10 in order
to equalize the magnitude of their variation with other
variables [26].

Specimens with data missing for any variable were
excluded from the analysis. The single specimen from
Vitosha Mts was found to be an outlier and therefore
was excluded. Lastly, the number of OTUs (Operational
Taxonomic Units) was 12, and their sizes were as follows:
La Pineda 10, Valdecalvo 5, Océn 9, Torgny 2, Novy Jic¢in
10, Kvasivsky Menchul 6, Rakhiv Raion 10, Pirin 8, Nalchik
10, Alagir 7, Mazada 5, and Khnov 1. Mean values were
calculated for each of them. Then the UPGMA clustering
algorithm (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) applied to the matrix of Euclidean distances between
12 OTUs by the above 17 variables was used. The number
of bootstrap replications in the analysis was 1000.

The computations were performed using pvclust module
[27] in the “R” software environment ver. 2.14.1 [28]. The
package provides AU (approximately unbiased) p-values
[29,30] and BP (bootstrap probability) p-values. For a clus-
ter with AU p-value > 0.95, the hypothesis that “the cluster
does not exist” is rejected with significance level 0.05 and
such clusters can be considered as strongly supported by
data [31]. We can also conclude, from our experience [26],
that AU p-values slightly lesser than the threshold may also
characterize well-delineated clusters.

Results and discussion

All 87 examined specimens from La Rioja, including 84
collected from vegetation (54 in La Pineda, 15 in Valdecalvo,
and 15 in Océn) and 3 from the bird, were identified
as N. inopinata (Oudemans, 1909) (Figures 5, 6 and 7).
This species was described from Germany (Bremen)
and later recorded also from England, France, Austria,
Yugoslavia, Bulgaria, Ukraine, Russia (Northern Caucasus)
[15], Romania [32], Hungary [33], Slovakia [34], Czech
Republic [35], and Poland [36]. Here, we describe for
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Figure 5 Neotrombicula inopinata, general view.

the first time N. inopinata from Spain. The identification
was achieved using appropriate descriptions and figures
[15]. This species is characterized by the nude galeal seta
(situated on the hypostome lobe between the cheliceral
blade and the palp on each side), branched setae on palpal

Figure 6 Neotrombicula inopinata, dorsal aspect of idiosoma.
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Figure 7 Neotrombicula inopinata, ventral aspect of idiosoma.

femur and genu, nude dorsal and lateral setae on palpal
tibia, branched ventral palpal tibial seta, three genualae
and one microgenuala [ (specialized nude setae on leg
genu), presence of a long nude seta on the leg tarsus III
(mastitarsala), two humeral setae (most anterior marginal
dorsal idiosomal setae) and 36—45 other dorsal idiosomal
setae arranged as (6—11)-(8—13)-(6—10)-(2—10)-(2—9)-(0-6),
with typical variant 8-8-8(6)-4-6-2 (Figure 6). The charac-
teristic traits of the genus Neotrombicula Hirst, 1925 are
available from several sources [14,17,37].

The comparison of the sample from La Rioja with
specimens from the other regions (Table 1) showed that
the former was distinguished first of all by shorter dmt
and, consequently, smaller m-t (ratio dmt/Talll where
Talll is a length of leg III tarsus), by a lower number of
ventral idiosomal (VS) (Figure 7) and therefore all idioso-
mal setae (NDV =DS + VS), and by shorter anteromedian
seta of scutum (AM). That these differences represent
intraspecific variation is evident from their comparison
with the ranges of variation in other widely distributed
Neotrombicula species [38-40]. Moreover, a concordance
between morphometric and geographic distances among
OTUs can be clearly seen from Figure 8, where three
clusters with significant statistical support (AU p-values >
0.95) correspond to groups of geographically closest
samples (three OTUs from Spain, two from Caucasus,
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Table 1 Standard measurements of Neotrombicula
inopinata

La Rioja (n=24) Other sites (n=65)

Variable Range Mean Range Mean
AW 68-78 73 71-82 77
PW 82-93 88 86-104 95
SB 26-33 31 31-41 35
ASB 29-32 31 29-38 33
PSB 27-32 30 24-34 31
SD 56-63 60 54-69 64
P-PL 23-30 26 21-32 29
AP 27-33 30 25-36 31
AM 41-56 45 43-65 57
AL 38-46 43 40-49 45
PL 52-61 56 54-74 62
S 68-81 75 63-101 85
H 54-63 57 54-77 63
Drnini 38-49 42 36-50 44
Dinai 50-58 54 50-67 58
Vinin 29-36 33 26-38 34
Vi 41-48 45 43-65 52
pa 310-337 324 274-331 300
pm 265-295 282 248-299 270
pp 306-335 320 277-342 310
Ip 887-963 925 808-967 880
DS 36-44 38 36-45 40
VS 22-30 26 23-47 36
NDV 60-72 64 66-90 77
Talll 77-86 82 67-85 76
dmt 9-15 " 11-21 12
m-t 0.109-0.177 0.139 0.138-0.288 0220

and three from Ukraine plus Bulgaria). It is noteworthy that
upper-level grouping of all 12 OTUs, although without the
same support, follows the geographical (meridian) sequence
of sample sites (Figure 4), creating three large clusters
consisting of Western European, Eastern European, and
Caucasian samples, respectively.

The fauna of trombiculids in Spain, based on collection
of chiggers from small mammals, reptiles and birds in-
cluded 18 species, according to Kepka [18,41], Varma
[42], Pereira-Lorenzo [19], and Imaz et al. [20]. In particu-
lar, 10 trombiculid species were recorded on Apodemus
sylvaticus (L.) from Navarra, a region bordering La Rioja
[20]. The description of N. inopinata collected from vegeta-
tion in La Rioja has raised to 19 the number of trombiculid
species in Spain:

Blankaartia acuscutellaris (Walch, 1922),
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Figure 8 Results of cluster analysis. Au (numbers below), approximately unbiased p-values; bp (numbers above), bootstrap probability p-values;
edge # (numbers right), sequence of cluster construction.

Hirsutiella billabeta Imaz, Galicia, Moraza et Stekolnikov,

2006,

H. zachvatkini (Schluger, 1948),

Xinjiangsha tarda (Schluger, 1957),

Neotrombicula autumnalis (Shaw, 1790),

N. inopinata (Oudemans, 1909),

N. hispanica Kepka, 1960,

N. japonica (Tanaka, Kaiwa, Teramura et Kagaya, 1930),

N. jordana Imaz, Galicia, Moraza et Stekolnikov, 2006,

N. vulgaris (Schluger, 1955),

Ericotrombidium hasei (Feider 1958),

Leptotrombidium europaeum (Daniel et Brelich, 1959),

L. silvaticum Hushcha et Schluger, 1967,

Brunehaldia bulgarica Vercammen-Grandjean et Kolebinova,

1966,

Cheladonta ikaoensis (Sasa, Sawada, Kano, Hayashi et

Kumada, 1951),

C. pannonica (Kepka 1956),

Helenicula olsufjevi (Schluger, 1955),

Schoutedenichia dipodilli Vercammen-Grandjean, 1958,

S. krampitzi (Willmann, 1955).

To collect chiggers from vegetation is of primary im-
portance in order to find the agent causing human
trombiculiasis. Chigger mites located on grass, shrubs
or low tree branches are unfed larvae ready to attack their
hosts. Chigger infestation in humans is very probable due
to direct contact with these substrates during excursions,
hiking or working. All human cases of trombiculiasis re-
corded in La Rioja have been diagnosed in people that had
been in contact with the vegetation from Sierra Cebollera
Natural Park during the season when the peak of abun-
dance of N. autumnalis and related species is usually
recorded in Europe [6,14,43]. Affected people do not

detect the presence of trombiculid mites. In fact, chigger
bites are noticed later on, due to the associated intense
itching. By then, the mites are detached and examination
of the patients skin does not reveal any “harvest bug”. The
association between chigger mites and human trombicu-
liasis in the study area is only based on epidemiological
evidence. In accordance with this, collections of chiggers
from vegetation have been made previously in Spain
[21,44]. All collected chiggers have been identified as N.
autumnalis but with insufficient taxonomic evidence.
Since N. autumnalis is closely related to N. inopinata, the
characteristics that distinguish these species should be ex-
amined in each case in order to confirm the identification.
Neotrombicula inopinata clearly differs from N. autumnalis
by the presence of eight or more setae in 1st and 2nd rows
of dorsal idiosomal setae (Figures 5 and 6), rarely six or
seven setae in one of these rows, while N. autumnalis al-
ways has six setae in both rows. Accordingly, the number
of dorsal idiosomal setae is 36—45 in N. inopinata and
26-33 in N. autumnalis. Futhermore, N. inopinata is
slightly larger than N. autumnalis (larger scutum, longer
setae, and longer legs), but intervals for individual morpho-
metric traits overlapped when our entire sample was com-
pared to specimens of N. autumnalis collected throughout
its geographic range [38].

It should be noted that taxonomical basis of many studies
concerning trombiculiasis is inadequate or nonexistent. A
notable case was the record of N. autumnalis on a little
bittern from Turkey [45], where no taxonomic evidence
was provided. In fact, the existence of this species in
Turkey is not confirmed [17]. Occasionally, when authors
try to support their identifications by morphological data,
these are surprisingly inappropriate. For example, Guarneri
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et al. [46] provided some descriptions in order to justify
their record of N. autumnalis in Italy. Their method
included traits common to larvae of several mite families,
such as three pairs of legs with three claws, paired eyes,
hooked chelicerae, segmented palps, and some of the
typical traits shared by many chigger mite genera such
as pentagonal scutum with five setae and two sensilla,
nude galeal seta, and tricuspid palpal claw. Kampen [9]
treated N. inopinata and N. vernalis as “subspecies or
ecotypes” of N. autumnalis following old papers of Kepka
[13,47], ignoring all subsequent development of chigger
mite taxonomy. Schoéler et al. [10] stated that the only
species involved in their investigation is N. autumnalis.
Nevertheless, only outdated references [13] and no infor-
mation about the identification process are included. In
the light of these facts, most published data concerning N.
autumnalis as the causal agent of trombiculiasis should be
considered as doubtful. A confirmation of the role of this
species in human trombiculiasis, based on new collections
and appropriate examination, is required.

In Spain, human trombiculiasis has been only described
in the study area [21], and no cases have been reported
from the remainder of the country. According to our data,
N. inopinata is the only chigger species on vegetation
during the seasonal outbreak of trombiculiasis. There-
fore, it is the only candidate for the causative agent of
trombiculiasis in this territory. However, we cannot
conclude that N. inopinata is the only mite of medical
and veterinary importance in northern Spain. To date,
no other trombiculid species has been found in La
Rioja, although additional chigger collections from birds
and small mammals may increase the trombiculid fauna
of the region, especially with the species previously re-
corded in Navarra [20]. Thus, it is highly probable that
N. autumnalis parasitizes small mammals in the study
area, although its role as causative agent of trombiculiasis
is unclear. The different height of locations where unfed
chiggers wait for their hosts (e.g. vegetation, low tree
branches or forest floor), could result in the different host
spectra of diverse trombiculid species [39,48]. According
to our results, since N. autumnalis has not been collected
from vegetation, it would be unlikely to attack humans or
large animals, whereas N. inopinata would have a privileged
position to infest humans. The identification of engorged
trombiculid mites that have developed their stylostomes,
directly removed from humans or domestic animals is
essential to define the etiological agent of trombiculiasis.

Conclusion

Neotrombicula inopinata is the most likely causative
agent of trombiculiasis in northern Spain, rather than N.
autumnalis, the species usually regarded as the main
human-attacking chigger mite in Europe. Taking into
consideration that N. inopinata is widely distributed in

206

Page 8 of 9

Europe, this species could be hidden behind the common
name of “the European harvest bug” together with N.
autumnalis, or even exceed the latter in medical and
veterinary importance.
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Diagndstico a primera vista

Dermatitis pruriginosa tras paseo por la montana

Pruritic dermatitis after hiking in the mountains

Paula Santibafiez-Sdenz, Ana M. Palomar-Urbina, Elena Imafia-Rodriguez y José A. Oteo-Revuelta*

Centro de Rickettsiosis y Enfermedades Transmitidas por Artrépodos Vectores, Departamento de Enfermedades Infecciosas, Hospital San Pedro-CIBIR, Logrorio, La Rioja, Espafia

Descripcion clinica del caso

Mujer de 29afios sin antecedentes de interés que el 17 de
octubre de 2013 acude a consultas externas de enfermedades infec-
ciosas para evaluacién de lesiones cutdneas muy pruriginosas de
4 dias de evolucién. En la anamnesis referia contacto con animales
(es propietaria de 2 perros) y paseo reciente (domingo 13 de octu-
bre) en contacto estrecho con la vegetacién, por un pinar del Parque
Natural Sierra Cebollera (La Rioja). Cuatro de las 7 personas que la
acompanfaban en la excursién (3 adultos y un bebé) presentaban
un proceso similar, aunque mucho mas leve. Los 3 perros que les
habian acompafiado estaban afectados de un cuadro de ataxia muy
severa, vomitos y dificultad respiratoria.

La misma noche del paseo comenzé con prurito generali-
zado, observando a la maiiana siguiente la aparicion de pequeios
«granitos rojos» muy pruriginosos en ingles y corvas que iban
aumentando de tamaiio. No referia fiebre u otra clinica de afecta-
cion general y no habia observado artrépodos (garrapatas o pulgas)
en su cuerpo o ropa. Presentaba buen estado general, observandose
papulas eritematosas en tobillos, huecos popliteos, ingles, genitales
externos, hipogastrio, axilas y zona lateral del térax (fig. 1). No se
observaron otros signos clinicos.

Evolucion

Ante la clinica referida, con afectaciéon de 5 de las 7 personas
del grupo, incluidos los 3 perros, y el antecedente epidemiolégico
de paseo en la época otonal en una zona con abundancia de trom-
bictlidos, se realizé el diagnéstico de trombiculiasis. Se invit6 a la
paciente a la toma de antihistaminicos, rechazandolos por encon-
trarse en periodo de lactancia. Se prescribieron bafios con avena
coloidal y uso de ropa blanca de algodén, con disminucién pro-
gresiva del prurito. También se recomendé lavado con agua muy
caliente de la ropa que utilizé en la excursion.

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: jaoteo@riojasalud.es (J.A. Oteo-Revuelta).

http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2014.04.009

Comentario final

Teniendo en cuenta el cuadro clinico, la época del afio y
el contacto con la vegetacion del Parque Natural Sierra Cebo-
llera (42°06' 00" N, 2°33'00" W), se diagnostico a la paciente de
trombiculiasis'.

La trombiculiasis o trombidiosis es una dermatitis causada por
las picaduras de las larvas de acaros de la familia Trombiculidae®.
Las larvas forman cimulos que se pueden observar como pun-
tos rojos, principalmente en los extremos apicales de plantas
herbaceas o en el ramaje seco situado en suelo boscoso (fig. 2).
Denominadas en la literatura anglosajona chiggers o harvest mites,
parasitan a un amplio rango de vertebrados, incluyendo aves,
reptiles y mamiferos, entre ellos el hombre®. Presentan un ciclo
biolégico curioso. Solamente actian como parasitos en su fase
larvaria, mientras que en la fase adulta son depredadores de vida
libre que viven enterrados en el suelo y se alimentan de artrépodos,
sus huevos y restos vegetales. Las larvas (3 pares de patas) salen
de los huevos depositados sobre la hojarasca del suelo y trepan
por la vegetacién baja, donde esperan al hospedador. Para que el
desarrollo continte, la larva se alimenta a través del estilostoma de
fluidos tisulares y restos celulares. Una vez repleta, se suelta del
hospedador y continta el ciclo en el suelo, mudando a ninfa (4
pares de patas), y esta a adulto. Cuando se dan las condiciones
apropiadas las hembras depositan los huevos sobre la tierra,
comenzando asi el siguiente ciclo, que se completa en un afio?.

La dermatitis resulta de la combinacién de las enzimas digesti-
vas secretadas por el acaro y la respuesta inmunitaria del paciente.
Esta respuesta parece estar determinada por el efecto irritante de
la saliva de los caros y una hipersensibilidad adquirida a antigenos
salivares®. Aunque la respuesta mads habitual es el prurito intenso,
pueden producirse reacciones mas severas, que se acompafian
de fiebre, e infecciones secundarias asociadas al rascado de las
lesiones. En el caso que aqui se describe, las lesiones cutdneas apa-
recieron en las zonas de mas facil acceso para las larvas, asi como
en las zonas en las que la piel es mas fina o esta oprimida por la
ropa. La enfermedad de los perros que acompanaban a la paciente
reforz6 el diagnéstico de trombiculiasis. Presentaban una parasita-
cién masiva por larvas de trombicilidos que les provocé un cuadro

0213-005X/© 2014 Elsevier Espana, S.L. y Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.
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Figura 1. Papulas eritematosas.

Figura 2. Camulo de larvas en planta herbacea.

neurolégico y digestivo grave, muy conocido en la zona aunque
poco documentado.

Desde hace mds de una década se tiene constancia de la pre-
sencia de trombicilidos en determinadas zonas del Parque Natural
Sierra Cebollera y de su asociacion con la dermatitis estacional
humana®. Entre finales de verano y mediados de otofio se diagnos-
tican cada afio numerosos casos de trombiculiasis humana y canina,
siempre relacionados con el contacto directo con la vegetacion baja
de dichas zonas.

En Europa, la especie de trombicalido que se ha considerado
como causante de esta dermatitis estacional ha sido Neotrombicula
autumnalis. De hecho, habia sido aceptada como la especie presente
en La Rioja. Sin embargo, una apropiada clasificaciéon taxonémica
realizada recientemente por nuestro grupo ha permitido involucrar
a Neotrombicula inopinata como el agente causal de la trombiculia-
sis en esta regién'.

En otras zonas del mundo los trombictlidos son vectores de ric-
kettsiosis como la fiebre de los matorrales, causada por Orientia
tsutsugamushi. En Europa no se ha podido demostrar su papel como
vectores de agentes infecciosos®”.

Para evitar la parasitacion por trombictilidos, se deben tomar
las mismas precauciones que se recomiendan para evitar las
picaduras de garrapatas, con las que comparten habitat: ropa ade-
cuada que cubra la mayor parte del cuerpo, no salirse de los
caminos en la montaiia en la época de actividad del artrépodo,
etc.®.

Las picaduras de dcaros deben ser tenidas en cuenta siempre
que aparezca una erupcién cutdnea sin filiacién. El conocimiento
de la diversidad de los dcaros que parasitan al hombre en una zona
determinada es importante para identificar la etiologia de estos
€asos.
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