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RESUMEN ESPANOL E INGLES

Resumen.

En este estudio se trabajo con 404 bovinos y de los cuales se colectaron 2,880
garrapatas, de ellas 2,786 de la especie Rhipicephalus microplus, 93 Amblyomma spp.
y 1 Dermacentor variabilis. Rhipicephalus microplus representd el mayor numero de
especimenes con 96.7% dentro de los siete sitios de estudio. Para la evaluacion de las
muestras de garrapatas y muestras sanguineas de bovinos utilizamos el método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa punto final (PCR por sus siglas en inglés), a
partir de estas pruebas se encontrd un 10.18% de presencia de Anaplasma marginale
en las garrapatas; en cuanto a las muestras de sangre se obtuvo un 64.26% (214 de 337
muestras). Cerralvo tuvo la tasa de infeccion mads alta con un 92.45% seguida de
Montemorelos con 81.82%, las localidades con tasa mas baja resultaron Andhuac y
Los Ramones. Ademas, hubo una relacion significativa y*> (N = 404) = 23.71, p =
0.000) entre las localidades (Linares, General Teran, General Bravo, Cerralvo y
Montemorelos) y la tasa de infeccion de A. marginale en Rhipicephalus microplus. No
se encontro la presencia de B. burgdorferi en las muestras de garrapatas ni en las de

sangre de bovino.
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Abstract.

This study took samples from 404 bovines, obtaining 2,880 ticks, Rhipicephalus
microplus (2,391 females and 395 males), Amblyomma spp. (51 females and 42 males)
and Dermacentor variabilis (1 female). Rhipicephalus microplus represented the
largest number of specimens captured with 96.7% within the seven study sites. A
10.18% presence of Anaplasma marginale was found in the ticks. Regarding the blood
samples, 214 of 337 pools (64.26%) were obtained. Cerralvo had the highest infection
rate 92.45% followed by Montemorelos 81.82%, the towns with the lowest rate were
Anahuac and Los Ramones. Also, there was a significant y> (N = 404) = 23.71, p =
0.000 relationship between localities (Linares, General Teran, General Bravo, Cerralvo
and Montemorelos) and infection rate of Anaplasma marginale in Rhipicephalus

microplus. Borrelia burgdorferi was not found in the ticks or blood samples.
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INTRODUCCION

En México existen cerca de 36 millones de cabezas bovinas para la produccion de leche y
carne (STAP 2023). Tal cantidad de animales requiere de cuidados especificos para evitar
la exposicion a diferentes enfermedades asociadas a ectoparasitos, el 74.8% de las
unidades de produccion bovina en nuestro pais utilizan desparasitacion interna y el 64.6%
bafos contra parasitos de la piel (ENA 2019). A pesar de estos métodos, el riesgo de
exposicion a distintas enfermedades trasmitidas por garrapatas como Anaplasmosis y
Borreliosis esta presente, debido a que México es una zona endémica y se han reportado

diversos casos (Rodriguez et al 2009; Colunga et al 2020).

La Anaplasmosis bovina es una enfermedad causada por Anaplasma marginale, esta
bacteria gram negativa parasita los glébulos rojos ocasionando diferentes sintomas como:
fiebre, anemia hemolitica, abortos, pérdida de peso y disminucion de la produccion de
leche; lo que tiene un gran impacto en la rentabilidad de las unidades de produccion (Atif
2015; Kocan et al 2010). Esta bacteria esta asociada a las garrapatas Rhipicephalus ya que
es su principal forma de trasmision, aunque también puede darse de forma mecanica por

la presencia de moscas, agujas o equipo contaminado o via vertical (Atif 2015).

En el caso de la Borreliosis de Lyme, es ocasionada por una espiroqueta microaerofila
gram negativa (Johnson et al 1984). Tiene la capacidad de afectar diversos animales
domésticos, fauna silvestre y a los humanos. Las manifestaciones clinicas en el ganado
bovino son: inflamacion de las articulaciones, rigidez, fiebre, laminitis, y al igual que
Anaplasmosis, abortos, pérdida de peso y disminucion de produccion de leche (Parker y
White 1992). Esta enfermedad es trasmitida por garrapatas el género Ixodes
principalmente, sin embargo, Dermacentor variabilis y Amblyomma americanum se han

relacionado también a la diseminacion de esta bacteria (Colunga et al 2020).

Anaplasmosis bovina esta distribuida en todo México, su prevalencia varia del 11 al 70%
dependiendo de la region (Rodriguez et al 2009; Ferreira et al 2022), con reportes en

garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en el Estado vecino Tamaulipas



(Almazan et al 2008). En comparacion la informacidon sobre Borrelia burgdorferi en
bovinos es escasa, existen un reporte en México de garrapatas Amblyomma mixtum
positivas a Borrelia burgdorferi sensu stricto obtenidas directo de los bovinos (Gordillo

et al 2009).

Son necesarios estudios dirigidos a la vigilancia de las garrapatas y a la presencia de
enfermedades que puedan presentar un riesgo para la salud y que pudieran comprometer
la produccion de alimento. Por lo que este estudio tiene como objetivo la determinar la
presencia de las bacterias en diferentes localidades del estado de Nuevo Le6n, utilizando
métodos seroldgicos y moleculares, a partir de muestras de garrapatas y muestras

sanguineas de los bovinos.



ANTECEDENTES

Bovinos

La importancia del ganado bovina y su relacion con el desarrollo humano, desde su
domesticacion hace aproximadamente 10,000 afios. Estos animales ya domesticados se
convirtieron en una fuente de alimento (carne y leche), esto dio una ventaja de adaptacion
a los humanos que pasaban de comportamiento nomada a uno sedentario (Vigne 2011),
ademds que se podia aprovechar su piel y huesos para realizar herramientas u otros
articulos. Las primeras razas de bovinos que se tiene registro fueran desarrolladas en
Europa y Asia, fue la capacidad de adaptacion de los grandes rumiantes, asi como, la
tecnificacion de la ganaderia bovina hizo de esta actividad importante para la produccion
de alimento y con su éxito fueron llevadas hacia los diferentes en el mundo (Park et al

2015).

El ganado bovino en México

En México se estima que existen poco mas de un millon de unidades de produccion
dedicadas al aprovechamiento y/o produccion bovina (ENA 2019). Con una poblacién
cercana a los 36 millones de bovinos a nivel nacional. Destacando Veracruz como
principal productor de bovinos tanto de carne como para leche, seguido de Jalisco y

Chiapas (Tabla 1).

En la zona norte son los estados de Chihuahua, Durango y Sonora quienes aparecen entre
los primeros 10 lugares, mientras que, Nuevo Ledn se encuentra en el lugar 22 aportando

cerca de 600 mil cabezas de ganado (SIAP 2023).



Tabla 1. Poblacién de ganado bovinos carne y leche en México 2021. STAP 2023

Estado Lugar Poblacion
1 Veracruz 4,549,067
2 Jalisco 3,430,721
3 Chiapas 2,627,827
4 Chihuahua 2,541,241
5 Michoacan 2,045,972
6 Oaxaca 1,835,040
7 Tabasco 1,699,099
8 Durango 1,622,467
9 Sonora 1,648, 703
10 Sinaloa 1,640, 396

22 Nuevo Leon 586,979
Resto 11,731, 373
Total 35,998,885

Es tan importante la ganaderia en Nuevo Leon que el 86% (5, 535, 938 de hectareas) del
territorio es destinado para esta actividad. Siendo la zona Norte y Centro con mayor

presencia de produccion en bovinos (Agro NL 2022).

Ademas, el estado es el primer lugar en ganado de registro ya que se encuentran cinco
Asociaciones Ganaderas de este tipo (Beefmaster, Brangus Rojo, Charolais, Razas
italianas y Simmental-Simbrah) con un total de 276 socios y 15,283 bovinos de raza pura;

Cuenta con 10 rastros Tipo Inspeccion Federal (TIF) ubicandolo en el segundo lugar a
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nivel nacional; Es el sexto lugar en exportaciones hacia Estados Unidos de América de
ganado en pie (27,172 cabezas) (Agro NL 2022). También cuenta con un Centro de
Investigacion especializado en Produccion Agropecuaria reconocido a nivel internacional
por el desarrollo en la genética de los bovinos productores de carne (Centro de
Investigacion en Produccion Agropecuaria, UANL) con lo que destaca la importancia del

ganado bovino en nuestro estado.

Garrapatas (vectores)

Uno de los principales problemas para la ganaderia es la presencia de ectoparasitos,
particularmente las garrapatas. Estos artropodos son hematdfagos obligados,

alimentandose de sangre de los vertebrados, especialmente mamiferos y aves.

El efecto de las garrapatas sobres sus hospederos pueden presentarse de dos maneras,
directo e indirecto. El directo estd relacionado con las lesiones que causa sobre la piel
aumentando el riesgo de alglin patdgeno oportunista, la pérdida de sangre en infestaciones
masivas ocasionando anemias, por consecuencia una reduccion en la productividad de los
animales, finalmente la sensibilidad de algunos animales a las sustancias que excreta la
garrapata durante su alimentacion (saliva) teniendo un efecto de toxicidad y/o paralisis en

ellos (Espi 2011).

Mientras que el efecto indirecto es la capacidad vectorial que tienen estos parasitos. Espi
en el 2011 declara que: “Las garrapatas ocupan el segundo lugar en importancia, siendo
superadas solo por los mosquitos. No obstante, las garrapatas trasmiten una mayor

variedad de agentes (virus, bacterias, hongos, etc.) que los mosquitos.”

Ciclo biologico

Las garrapatas tienen un ciclo hemimetabolo, se consideran de metamorfosis incompleta
(Encinas 2000). El desarrollo del ectoparasito pasa por diferentes fases: huevo, larva, ninfa

y adulto. En cada fase requiere alimentarse para poder mudar (Anderson y Magnarelli

2008).



Una vez que la hembra adulta esta repleta de sangre y gravida baja de su hospedero
buscando un sitio ideal para ovipositar sus huevos, de donde después eclosionaran las
larvas (Waladde et al 1996). Ya eclosionadas las larvas buscaran mediante sus receptores
organolépticos capaces de percibir dioxido de carbono, humedad, luz y calor un hospedero
para alimentarse, esta busqueda pude ser pasiva (esperando en la parte alta de la

vegetacion) o activa (Cortinas 2007).

A partir de alimentacion de la fase de larva, el ciclo biologico de las garrapatas presenta
variaciones segun la especie. Existen garrapatas de un solo hospedero, lo que significa
que una vez que encuentren su hospedero las larvas permaneceran en ¢l hasta su fase
adulta y solo se desprenderdn en el caso de las hembras para ovipositar en el suelo. Un
ejemplo de las garrapatas de un solo hospedero se encuentra Rhipicephalus microplus o
también llamada garrapata del ganado (Gallardo y Morales 1999).

Las garrapatas de dos hospederos la muda de larva a ninfa se hace sobre el mismo
hospedero, la ninfa ya alimentada realiza su mudan en el suelo y ya como adulta busca su
segunda fuente de alimento para poder producir los huevos de la siguiente generacion.
Algunas garrapatas en Asia y Africa presentan este ciclo de vida, por ejemplo,

Rhipicephalus evertsi 'y las del género Hyalomma (Jongejan y Uilenberg 2004).

Finalmente, las de ciclo mas largo en comparacion a las anteriores, las de tres hospederos
donde las garrapatas necesitas tres alimentaciones distintas entre cada muda, de larva a
ninfa, de ninfa a adulta y una vez en fase adulta las hembras y los machos requieren de
una alimentacion mas para poder reproducirse y asi concluir su ciclo. El ejemplo de las
garrapatas de tres hospederos se encuentras las del género Amblyomma e Ixodes (Jongejan

y Uilenberg 2004).



Anaplasmosis

La bacteria intracelular Anaplasma marginale se desarrolla obligatoriamente en los
eritrocitos de los bovinos causando la enfermedad Anaplasmosis bovina. Esta enfermedad
es comun encontrarla en unidades de produccion de zonas tropicales y subtropicales

ocasionandoles perdidas considerables (Kocan et al 2010; Atif 2015).

Una de las formas en la que se trasmite de manera horizontal esta enfermedad es por medio
de vectores, en el caso de las garrapatas son las del género Rhipicephalus quienes se
conoce juegan un papel importante en la trasmision. Las moscas también pueden llegar a
trasmitir la enfermedad, sin embargo, en este caso es de forma mecanica. Mientras que de
manera vertical atras vez de la placenta es como la enfermedad se mantiene en el ambiente

(Atif 2015)

Borreliosis

La espiroqueta Borrelia burgdorferi es el microorganismo microaeroéfilo y gram negativo
es el responsable de la enfermedad de Lyme o borreliosis de Lime, puede afectar a fauna
silvestre, animales domésticos como: caninos, felinos, bovinos, ovino y equinos y también
se han reportado casos en humanos. En el caso de la borreliosis de Lyme en bovinos
pueden presentarse con signos y sintomas tales: rigidez e inflamacion en articulaciones,
laminitis, fiebre, asi como pérdida de peso cronica y baja produccién (Parker y White
1992; Galvan 1998; Rojas 1997).

La transmision de la enfermedad se asocia a distintos vectores entre los que destacan las
garrapatas duras (Ixodes), especificamente las especies Ixodes scapularis, Dermacentor
variabilis y Amblyomma americanum que juegan un papel importante en la propagacion
de la enfermedad (Colunga et al 2020).



Justificacion

Nuevo Leén es una zona endémica de Anaplasmosis y de la Enfermedad de Lyme,
estudios en el area metropolitana han detectado la presencia de las bacterias en equinos y
caninos, asi con en algunas especies de fauna silvestre (Venado cola blanca). Por lo que
conviene extender esta investigacion a otras especies domesticas como los bovinos debido
a que, es muy poco lo que se conoce sobre la naturaleza de la enfermedad en ellos. Con
este trabajo se pretende identificar las garrapatas como potenciales vectores de estas

enfermedades en bovinos y posiblemente también en humanos.



Hipotesis

Nuevo Leon es una zona endémica Anaplasmosis y de la Enfermedad de Lyme, por lo

que, existen coinfecciones en las garrapatas y en sus hospederos bovinos.



Objetivo General

Determinar la presencia de Anaplasma marginale y Borrelia burgdorferi en las especies
de garrapatas colectadas y en sus hospederos bovinos, mediante serologia y PCR punto

final.

Objetivos especificos

1.-Identificar las especies de garrapatas obtenidas de los bovinos en las regiones sujetas a
estudio.

2.- Determinar la presencia de A. marginale en bovinos y en sus garrapatas mediante el
método PCR.

3.- Determinar la presencia de B. burgdorferi en bovinos mediante el método de

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y PCR punto final en sus garrapatas.
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de estudio

El material biologico (garrapatas y sangre) se obtuvo a partir de bovinos infestados con el
ectoparasito. La colecta fue llevada a cabo en 7 localidades de distintos municipios del
Estado de Nuevo Leon, ubicado al Norte de México. Andhuac (27°14°27.5”N,
100°08°01.5°0; altitud 335 m), Linares (25°51°45.2”°N, 99°33°52.0”°O; altitud 350 m),
Montemorelos (25°11°13.0”N, 99°50°05.00; altitud 342 m), General Teran
(25°15°34.0”N, 99°40°50.770; altitud 230 m), General Bravo (25°47°44.2”N,
99°10°44.3”0; altitud 150 m), Ramones (25°41°47.0’N, 99°37°27.9°0; altitud 226 m) y
Cerralvo (26°05°24”°N, 99°36°53.0”°O; altitud 279 m) (Figura 1). Se elabord una base de

datos con la edad, sexo y raza de los bovinos.
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Figura 1. Mapa que muestran las localidades muestreadas: 05. Anahuac, 22. General Teran, 33. Linares,
38. Montemorelos, 11. Cerralvo, 20. General Bravo y 42. Ramones.
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Tamano de muestra

Para determinar el tamafio de muestra se calculdé con la formula para una poblacion
infinita:

_ T?pq

=—
Donde T es el coeficiente de confianza para 95% (1.96), pq es la probabilidad de encontrar
un caso positivo o negativo, respectivamente (cuando se desconoce la proporcion se

asignan valores de 0.5 a cada variable) y E es el error maximo permitido. Resultando en

una n de 385.

Toma de muestra

Colecta de Garrapatas

Las garrapatas se colectaron directamente de los bovinos con movimientos de traccion
suave a contra pelo para evitar el desprendimiento de piezas bucales al momento de
retirarlas y se conservaron en alcohol al 90% hasta el procesamiento en el laboratorio. La
identificacion de los ejemplares se hizo en base al Capitulo 9 “Garrapatas de importancia
veterinaria” del libro Técnicas para el Diagnostico de Parasitos con Importancia en Salud
Publica y Veterinaria de Martinez 2015. Para la identificacion taxondmica se inicia por la
parte dorsal del ejemplar observando estructuras como el gnatosoma e idiosoma y después

por la parte ventral.

Muestras Sanguineas

Las muestras sanguineas se tomaron de vena caudal del bovino en tubos estériles para
pruebas serologicas con EDTA y para PCR punto final. Dichas muestras se trasladaron al
laboratorio de Genética en hieleras con geles frios. En el caso de las muestras con EDTA
se separaron los sueros de los coagulos y posteriormente se guardaron en congelacion a -
20°C hasta su procesamiento. Se contd con el nimero de aprobacion del Comité Etico

CEICANCL21012022-MOLSUNL-06.

12



[Tcrma de muestra ]‘[ Bovino ]

Muestra sanguinea ] Garrapatas ]

(vena caudal) (directo del bovino)

Serologia Molecular

ﬁ
Resultados - Frocesamienta de _ Identificar las especies de
Ji- Cuadrada muestras en Laboratorio. gamapatas colectadas

’

f I . . .
Determinar |z presencia de 8. burgdorferi Determinar la presencia de Anoplosmosis

en bovinos mediante el método da [Fly marginale, en bovinos y sus garrapatas por
PLCR en las garrapatas. L el metodo de PCR.

Figura 2. Diagrama de la metodologia.

Disefio Experimental

Distribucién de ji cuadrada para observar la relacion entre la localidad y la presencia de

las enfermedades.

indice de Bush (et al 1997) para observar la prevalencia y abundancia de las garrapatas

colectadas.

Cuantificacion de ADN

Para analizar la calidad y concentracion del ADN que se obtuvo de las muestras, se hizo
una prueba de espectrofotometria en el rango de 260 nm y 280 nm. Para el nivel de 260
nm es para verificar la concentracion de ADN, mientras que la relacion de 260/280 nm la

calidad o pureza del material obtenido (Wilfinger et al 1997).
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Diagnostico Anaplasma marginale

Para la evaluacion de las muestras sanguineas del bovino y las garrapatas colectadas se

utiliz6 el “primer” Msp1f:

F: 5> GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 3’
R: 5> CTGCTTGGGAGAATGCACCT 3’

Amplificando a 265 pares de bases (PB), este va dirigido a la proteina de superficie uno

de la ricketsia. El programa usado en el termociclador se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para PCR de Anaplasma marginale.

Temperatura Tiempo :
Paso : Ciclos
(°O) (minutos)

Desnaturalizacion previa 94° 1 1
Desnaturalizacion 95° 1

Alinamiento 53° 1 30
Extension 72° 1

Extension posterior 72° 10 1

El control positivo de Anaplasma marginale fue proporcionado por el Dr. Sergio D.
Rodriguez, Coordinador de la Unidad de Anaplasmosis del Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Diagndstico de Borrelia burgdorferi

Para las pruebas serologicas usamos un kit comercial (Figura 3) por el metodo de

Inmunofluoescencia indirecta.
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Figura 3. Kit comercial para diagnostico de Borrelia burgdorferi.

Para el diagnostico de las garrapatas colectadas. El “primer” utilizado fue Bbsl:

F: SAACACACCAGCATCACTTTCAGG 3¢
R: 5’GAGAATTAACTCCGCCTTGAGAAG 3°

Amplificando a 234 PB, dicho “primer” esta dirigido al gen de la flagelina del complejo

Borrelia burgdorferi sensulato segun la base de datos del EMBL/GenBank.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para PCR de Borrelia burgdorferi.

Temperatura Tiempo :
Paso : Ciclos
(°O) (minutos)

Desnaturalizacion previa 94° 1 1
Desnaturalizacion 93° 0.5

Alinamiento 57° 0.5 40
Extension 72° 0.5

Extension posterior 72° 1 1

El control positivo fue proporcionado por la Maria D. Esteve Gassent Ph.D. del

Departamento de Patologia Veterinaria de la Universidad de Texas A&M.
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RESULTADOS

Garrapatas Evaluadas

Para diagnodstico de Anaplasma y Borrelia de las 2,880 garrapatas colectadas evaluamos
442, que corresponden a 404 bovinos. De ellas el 404 (91.4%) correspondieron a R.

microplus, 37 (8.4%) del género Amblyomma y solo un ejemplar del género Dermacentor
(Tabla 4).

Tabla 4. Especies de garrapatas evaluadas por localidad.

Localidad R.microplus ~ A. mixtum  A.tenellum D. variabilis Total
Linares 105 0 0 1 106
Gral. Teran 110 0 4 0 114
Gral. Bravo 60 4 0 0 64
Cerralvo 65 0 5 0 70
Montemorelos 52 0 23 0 75
Anéhuac 10 0 0 0 10
Ramones 2 1 0 0 3

Total 404 5 32 1 442

La localidad de General Teran es la que cuenta con mayor numero 25.8% (114) del total
de individuos muestreados. Seguida de Linares donde ademads se identificd el unico
ejemplar de Dermacentor variabilis. Mientras que en General Bravo y Ramones se
pudieron identificar ejemplares de A. mixtum, por su parte en las localidades de Cerralvo

y Montemorelos se identificaron 4. tenellum.
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Garrapatas

De 404 bovinos colectamos 2,880 garrapatas de las cuales corresponden a tres géneros,
2,786 Rhipicephalus (2,391 hembras y 395 machos), 93 del género Amblyomma (51

hembras y 42 machos) y una mas del género Dermacentor (Tabla 5).

Tabla 5. Proporcion de hembras y machos por localidad.

LOCALIDAD
Rhipicephalus (H/M)  Amblyomma (H/M)  Dermacentor (H/M)
Linares 860 1 1
(734/126) (0/1) (1/0)
Gral. Teran 653 7 0
(584/69) (7/0)
Gral. Bravo 256 21 0
(182/74) (3/18)
Cerralvo 523 10 0
(469/54) (8/2)
Montemaorelos 355 53 0
(297/58) (32/21)
Anahuac 134
(120/14) 0 0
Ramones 5 1 0
(5/0) (1/0)
TOTAL 93 1

De las 2,786 (96.74%) fueron de genero Rhipicephalus, 93 (3.22%) Amblyomma y solo

un ejemplar del género Dermacentor.
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Genero Rhipicephalus

También conocida como garrapata del ganado, es comun encontrarla en las infestaciones.
Monoxena, tienen dimorfismo sexual, la hembra es de mayor tamafo en relacion con el
macho (Figura 4C) debido al requerimiento de alimento para llevar a cabo la vitelogenesis.
La base del gnatosoma es hexagonal y los palpos son mas cortos que el hiposoma, el

macho tiene una espina caudal caracteristica (Figura 4A).

-

Figura 4. Rhipicephalus microplus. A) Macho Adulto. B) Hembra Adulta alimentada. C) Comparacion entre
hembra y macho.

Género Dermacentor

Es heteroxena y aunque los adultos tienen tropismo por los caninos también es comin
encontrarlas en bovinos. La base del gnatosoma es rectangular, tienen ornamentaciones

en el escudo y patas, los palpos son cortos y gruesos a la altura del hiposoma (Figura 5).
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Género Amblyomma

Son poco selectivos con sus hospederos por lo que se les han encontrado en un gran

numero de vertebrados sobre todo en mamiferos, ademas de ser heteroxeno. La base del

gnatosoma es pentagonal, pueden o no tener ornamentaciones, los palpos son largos al

igual que el hiposoma.

Figura 6. Genero Amblyoma colectadas. Amblyomma mixtum (cajennese): F) Macho adulto. G) Hembra

adulta repleta. H) Comparacion entre hembra semirrepleta y macho adulto. Amblyomma tenellum: 1) Hembra
adulta, vista frontal. J) Hembra adulta repleta. K) Ausencia de mamelones. Amblyomma inornatum: L)
Hembra adulta, vista frontal. M) Hembra adulta.
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Figura 7.

Grafica porcentaje de garrapatas colectadas por localidad.

Linares fue la localidad donde colectamos la mayor cantidad de garrapatas del total
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(29.93%), mientras que Ramones fue la menor (0.21%) del total, esto varia en funciéon de
la disponibilidad de los bovinos por localidad que tuvimos al momento del muestreo

(Figura 7).

Prevalencia
Tabla 6. Prevalencia de garrapatas en bovinos (Bush et al 1997). *= Ninfa, -- = Ausencia, (%) = Porcentaje
del total
404 Gral. Gral. TOTAL
Linares Cerralvo Montemorelos Andhuac Ramones
BOVINOS Teran Bravo (%)
R.(b). 404
® 105 110 60 65 52 10 2
microplus (100)
R.(b). 34
® -- 1 6 9 13 5 --
microplus. * (8.4)
20
A. mixtum 1 -- 13 5 -- -- 1
(4.9)
29
A.tenellum -- 6 -- -- 23 -- --
(7.1)
4
A. inornatum -- -- -- -- 4 -- --
(0.9)
1
D. variabilis 1 -- -- -- -- -- --
(0.2)

De los 404 bovinos de los que se colectaron las garrapatas, observamos que la especie con
mayor prevalencia fue R. microplus en su fase adulta, ya que se presentd en todos los
bovinos, respecto a la fase de ninfa fue el 8.4% del total. Mientras que del género
Amblyomma la que tuvo mayor prevalencia en los bovinos fue A. tenellum (7.1%), esta
especie fue colectada en General Teran y Montemorelos, donde se identificd la mayoria
de las Amblyommas. Finalmente se logrd identificar un solo ejemplar de D. variabilis.
Linares es la localidad donde se identificaron ejemplares de los tres géneros diferentes

(Tabla 6).
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Abundancia

Tabla 7. Abundancia de garrapatas colectadas (Bush et al 1997). *= Ninfa, -- = Ausencia, (%) = Porcentaje
del total

Localidad Linares Grz}l. Ll Cerralvo |Montemorelos| Anahuac ([Ramones TOTAL
Teran | Bravo (%)
R.(b). 2719
S 860 650 244 500 335 125 5 (94.4)
R.(b). 67
microplus.* - 3 12 23 20 ? - (2.3)
. 33
A. mixtum 1 -- 21 10 -- - 1 (1.15)
56
A. tenellum -- 7 -- -- 49 -- - (1.95)
4. inornati -- - -- -- 4 - - 4
. inornatum (0.14)
D il 1 _ _ . - B . 1
. variabilis 0.03%)
TOTAL 862 660 277 533 408 134 6 2880

En cuanto a la abundancia se refiere el 96.7 % de las garrapatas colectadas fueron R.
microplus (considerando ninfas y adultas) que fueron identificadas en todas las
localidades. Mientras que A. tenellum, a pesar que solo se localiz6é en dos de las siete
localidades es la segunda especie con mdas ejemplares identificados, destacando
Montemorelos con mayor presencia. De las Amblyommas la que tuvo menor numero de

capturas fue A. inornatum con solo 0.14% (cuatro ejemplares) (Tabla 7).

Anaplasma marginale

A partir de las pruebas de PCR logramos amplificar fragmentos del gen Msp1f de 265 pb
correspondientes a A. marginale (Figura 8), tanto para las garrapatas (GenBank

ORO050500) como para las muestras de sangre bovina (GenBank OR050501)
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MPC+1 2 3 4 5 6 78 9 10 C-

Figura 8. Muestras de garrapatas evaluadas para A. marginale. MP: Marcador de Peso Molecular, C+:
Control Positivo, C-: Control Negativo. (5, 8 y 10) Muestras positivas

Garrapatas

Encontramos un 10.18% de prevalencia de A. marginale en las garrapatas colectadas en
las distintas localidades. Hay diferencia significativa (X?) entre y dentro (excepto
Ramones y Andhuac) de las localidades y el nimero de garrapatas positivas (p=0.000).
Siendo Linares quien presentd el mayor niimero de positivos con un 4.75% (21/442) del

total probado (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de A. marginale en garrapatas.

Garrapatas
LOCALIDAD Positivos (%) Negativos Total
Linares 21 (19.8) 86 106
Gral. Teran 5 (4.39) 109 114
Gral. Bravo 3(4.6) 61 64
Cerralvo 2 (2.86) 68 70
Montemorelos 14 (18.67) 61 75
Anahuac 0 10 10
Ramones 0 3 3
TOTAL 45 (10.18) 398 (89.82) 442

Linares present6 la mayor prevalencia de 4. marginale en garrapatas con un 19.81%

(21/106), seguido de Montemorelos con 18.67% (14/75) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de prevalencia de A. marginale por localidad.

De las especies positivas a la rickettsia las que presentaron mayor prevalencia de fueron

R. microplus con 84.4%, seguida de A. tenellum con 13.3% del total de las garrapatas

positivas (Tabla 9).

Tabla 9. Especies de garrapatas positivas a A. marginale por localidad.

Localidad R.microplus A.enellum  D. variabilis Positivo
Linares 20 0 1 21
Gral. Teran 5 0 0
Gral. Bravo 3 0 0
Cerralvo 1 1 0
Montemorelos 9 5 0 14

Total 38(84.4) 6 (13.3) 1(2.2) 45
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Bovinos

Encontramos un 64.26% de prevalencia de 4. marginale en los bovinos muestreados en

las distintas localidades. Hay diferencia significativa (X?) entre y dentro (excepto Andhuac

y Ramones) de las localidades y el nimero de bovinos positivos (p<0.005). Siendo Linares

quien presentd la mayoria de los casos con un 64.89% (61/94) (Tabla 10).

Tabla 10. Bovinos positivos a A. marginale por localidad.

Bovinos
LOCALIDAD Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Linares 61 (64.89) 33 94
Gral. Teran 34 (38.2) 55 89
Gral. Bravo 32 (71.11) 13 45
Cerralvo 49 (96.08) 2 51
Montemorelos
36 (81.82) 8 44
Anahuac 1(20.0) 5
Ramones 1 (20.0) 4 5
Joral 214 (64.26) 119 333

La mayor prevalencia en bovinos fue para la localidad de Cerralvo 96.08% (49/51),

Montemorelos 81.82% (36/44) y 71.11% (32/45) para General Bravo. (Tabla 10).
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Figura 10. Prevalencia de 4. marginale en bovinos por localidad.

Cerralvo, Montemorelos y General Bravo presentan mayor porcentaje de prevalencia por
localidad (96.08%, 81.82% y 71.11%) en proporcién a Linares y General Teran. Sin
embargo, el tamafio de muestra es menor en estas tres localidades. Para en ambas
localidades Andhuac y Ramones se reporto un 20% aunque las garrapatas probadas fueron

cinco y un solo ejemplar positivo (Figura 10).
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Borrelia burgdorferi

Garrapatas (PCR)

A partir de las pruebas de PCR realizadas a las garrapatas colectadas (Tabla 4) no se
presentd amplificacion de fragmentos del gen Bbsl de 234 pb correspondientes a B.

burgdorferi sensulato (Figura 11).

24NN 60 T 8T 900 Y 12 513140

i

Figura 11. Muestras de bovinos evaluadas para 4. marginale. MP: Marcador de Peso Molecular, C+: Control
Positivo, C-: Control Negativo. Muestras negativas de 1 al 15.

Bovinos (Serologia)

Evaluamos 367 muestras de suero bovino por el método de Inmunofluorescencia

Indirecta, colorante isotiocianato de fluoresceina (FITC). No se presentaron positivos.
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Figura 12. Muestra positiva (CONTROL) a B. burgadorferi.

Figura 13. Muestra negativa a B. burgadorferi.
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En la figura 12 se muestra el control positivo de la prueba de inmunofluorescencia
indirecta. Se observan dos estructuras fluorescentes, las ovaladas corresponden a
eritrocitos de borrego, estas son incluidas como parte del extendido celular por el
laboratorio, la funcion de ellos es como auxiliar en la busqueda del plano correcto de las
espiroquetas. También podemos observar las espiroquetas (en caso de ser positivo), al ser
método indirecto las espiroquetas se encuentran también en el extendido celular de la
prueba, en caso de que el suero sujeto a evaluacion presente anticuerpos se adhieren al
microorganismo que a su vez de adhieren los anti-anticuerpos produciendo la reaccion

que revela su presencia.

La figura 13 es un ejemplo de la una muestra negativa, donde solo se observan los
eritrocitos, esto indica la ausencia de anticuerpos contra la espiroqueta, con lo que
podemos descartar que al momento de la toma de muestra del bovino su sistema inmune

estuviera pasando por un proceso infeccioso contar la espiroqueta.
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DISCUSION

R. (b). microplus es considerado el ectoparasito mas importante en términos econdmicos
y de salud animal (FAO, 2004), asi como, en la densidad y frecuencia de infestaciones en
bovinos (Solis 1991). Coincide con lo reportado ya que del total de las garrapatas
colectadas se observo que la prevalencia fue del 96.74% de R. microplus. (incluyendo

adultas y juveniles) Y solo el 3.22% son Amblyomma spp.

Utilizando el método de PCR punto final encontramos un 10.18% de positivos en
garrapatas. Cinco de las siete localidades presentaron positivas, las localidades con mayor
prevalencia fueron Linares 19.8% y Montemorelos 18.7% y a pesar de que se encontraron
casos positivos a 4. marginale en Andhuac y Los Ramones en bovinos, en los
ectoparasitos evaluados fueron negativos. El numero de garrapatas muestreadas en
Andhuac (10) y Los Ramones (3) es muy bajo en comparacion de otras localidades. Esto
reduce la probabilidad de deteccion de la bacteria, caso contario en Montemorelos y
Cerralvo. Particularmente en Montemorelos, ambos hospederos (81.82%) y huésped

(18.7%) presentaron casos positivos.

En México, se ha reportado dos especies de garrapatas R. microplus y R. annulatus (Say
1821) como vectores de A. marginale (Osorno y Ristic 1977; Kocan et al 2010). Solo un
estudio realizado en el estado de Tamaulipas demostro que el 40% de infeccion natural de
A. marginale en R. microplus (Almazan et al 2008). En este trabajo es el primero que
muestra la infeccion de A. marginale en R. microplus colectado directamente de bovinos
en Nuevo Leon. También reportamos la presencia de la bacteria en garrapatas A. tenellum
y D. variabilis (Tabla 9). A su vez muestran que 4. marginale en R. microplus 'y A. tenellum
tienen un rol distinto dependiendo de la localidad. Este resultado sugiere que tal vez R.
microplus actia como vector de 4. marginale en Linares, General Teran, General Bravo,
Cerralvo y Montemorelos. Sin duda, este hallazgo reafirma que R. microplus como la
garrapata del ganado, y que es una especie con distribucion en todo América, causa
severos dafios en el ganado debido a la accion directa del parasito y como vector de

patdgenos (Estrada et al 2006).
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Un estudio en Aldama, Tamaulipas mostré un 11.11% de prevalencia para A. marginale
en bovinos por método indirecto (Lopez et al 1984), cabe mencionar que esta localidad
estd a 330 km de nuestra zona de estudio (Linares) donde obtuvimos un 64.89%, sin

embargo, en nuestro estudio se utilizd un método directo, el cual es mas especifico.

El estudio de Lopez et al (1984) también menciona una prevalencia de 33.6% en Chiapas,
35.4% en Veracruz y 36.1% en Puebla. En la investigacion se encontré 64.26% de
prevalencia, casi el doble de lo reportado por Lopez, consideramos que esta diferencia
entre lo obtenido puede deberse a las distintas condiciones ambientales entre las
localidades, la raza y edad del ganado, el tamafio de muestra y susceptibilidad del ganado

a la infestacion por garrapatas.

El rango de infeccion de 4. marginale en México es del 10 al 78% en bovinos (Vega et al
2007; Castafieda et al 2015). En nuestro estudio obtuvimos una prevalencia de 64.26%

para el estado.

Las regiones costeras de los estados de Jalisco, Nayarit y Sinaloa, Region este de Oaxaca,
Veracruz y la peninsula sur presenta seroprevalencia mayor al 50%, centro sur entre 10 y
50% y el resto de la zona norte presentas seroprevalencia menor al 10% (Garcia et al
1996). Los datos reportados son contrarios a los nuestros ya que creemos que la
susceptibilidad del ganado ante el vector influye en la presencia del patogeno, ya que

reduce la exposicion al patdgeno.

Un método preciso de diagndstico son el siguiente paso para la confirmar la presencia del
patdgeno. Varios métodos tradicionales y modernos han sido desarrollados: microscopia
directa, ELISA, prueba de aglutinacion en placa y mas recientemente PCR (Atif 2015).
Sin embargo, el método de PCR usado en este estudio ha ganado mayor popularidad
debido a su especificidad. Por ello se ha usado como método diagnostico en recientes

estudios epidemiologicos (Estrada et al 2020).
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En este estudio muestra resultados negativos para B. burgdorferi tanto en ganado como
en garrapatas, en una revision sistematica encontramos un total de 1,347 reportes de
Borrelia en México (Colunga et al 2020). Adicionalmente, Nuevo Ledn es uno de los tres
estados con un alto nuero de reportes 253 en humanos (Arroyave y Tamez 1994; Skinner
et al 2016), perros (Salinas et al 1995; Salinas et al 1999) roedores silvestres (Rodriguez
et al 2020) y garrapatas (Gordillo et al 2009; Galaviz et al 2013). Sin embargo, no hay

reportes de esta espiroqueta en bovinos en el estado.

Para futuros estudios es necesario secuenciar las muestras positivas de acuerdo a las zonas
de colecta, especies de garrapatas e incidencia de la enfermedad para obtener la filogenia
y analisis clinico. Ahora que conocemos la diversidad genética de A. marginale en México
(Almazan 2008; Jiménez et al 2012; Martinez et al 2020), y asi establecer coinfecciones
(Castaneda et al 2015) en lugares con alta incidencia de infecciéon como Cerralvo y
Montemorelos. Por lo tanto, la vigilancia molecular de estas dos enfermedades debe

continuar.

En este estudio, hicimos el primer reporte de A. marginale infectado de forma natural a
las siguientes especies de garrapatas: R. microplus, A. tenellum y D. variabilis; estas
especies fueron colectadas de ganado bovino en Nuevo Ledn. Con el método de PCR
punto final confirmamos la presencia de 4. marginale en muestras de sangre de bovino.
En cambio, no encontramos B. burgdorferi en las mismas muestras de garrapatas y sangre

de bovino.
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CONCLUSIONES

Del total de las garrapatas colectadas (2,880) se observo que solo el 1.7% son del género
Amblyomma y el 98.3% son Rhipicephalus microplus que es la especie mas comun en

infestaciones de ganado bovino.

La especie con mayor prevalencia de la rickettsia fue Rhipicephalis (bophillus) microplus
con 84.4% lo que reduce el riesgo de exposicion en los humanos, debido al tropismo por

los bovinos.

Linares es la localidad que present6 la mayor prevalencia de Anaplasma marginale en
garrapatas y bovinos, la importancia de establecer estrategias para el control de la
enfermedad en esta zona.

En este estudio se reportd 64.26% de Anaplasma en bovinos y 10.18% en garrapatas.

Recomendamos hacer estudios para A. marginale en otros estados del pais para validar el

rango de prevalencia reportado que va del 10 hasta 76%.
Basado en los resultados obtenidos podemos concluir que el bovino (serologia) y las

garrapatas (PCR punto final) no tiene funcion dentro del ciclo biologico de la borrelia

como reservorio de la enfermedad de Lyme.
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PERSPECTIVA

La falta de relacion entre los casos positivos en garrapatas y bovinos para A. marginale
nos da la pauta para sospechar la participacion de otro vector en la diseminacion de la
enfermedad, o cuestionar la capacidad vectorial de R. microplus en el ciclo bioldgico del
patogeno. Utilizar otro método diagnostico con mas sensibilidad pudiera ayudar a
contrastar los resultados.

En Linares se tienen casos positivos (por serologia) a B. burgdorferi en Venado cola
blanca, Sin embargo, a pesar de la presencia de la enfermedad y compartir el espacio fisico
con los bovinos no encontramos el patdogeno presente. Extender el diagnostico hacia otras
especies de mamiferos nos darian mas informacion de la interaccion del patdgeno con los
animales, y conocer el posible riego de exposicion a la enfermedad tanto de los animales
como de las personas relacionadas a las actividades ganaderas.
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