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1. INTRODUCCION.

Existen entre los bovinos domésticos y salvajes enfermedades causadas por
microorganismos hemoparasitos, las cuales son trasmitidas por vectores
invertebradaS. ) Entre estas enfermedades se encuentran las causadas por
bacterias como Anaplasma spp., por protozoarios como Babesia spp. y Theileria
spp., e inclusive las causadas por virus como el de la leucosis bovina (Verde,
2019). En México selo.se han encontrado en la literatura casos reportados de

anaplasmosis y babesiosis bovina (Bilgic et al. 2013, Rodriguez-Vivas et al. 2017).

La anaplasmosis bovina“ysla babesiosis bovina son enfermedades infecciosas
producidas por microorganiSmos- intracelulares que infectan a los eritrocitos
(Gonzalez et al., 2019). Estos microorganismos son trasmitidos por ectoparasitos
vectores, que infestan a los animales, domésticos y salvajes, y en ocasiones a
humanos (Zintl et al., 2014; Gonzalez'et al., 2019).

Los signos comunes que (Caracterizan .ambas enfermedades son fiebre,
anorexia, anemia, depresion, icteriCiay en ocasiones la muerte. En infecciones por
Anaplasma spp., ademas de los signos’en comutin,.son evidentes la disminucién en
la produccién de leche y pérdida de peso. Mientras-en infecciones por Babesia
spp., ademas de Ilos signos comunes se pueden también observar
hemoglobinemia, hemoglobinuria, abortos y muerte (Jabbar et al., 2015). Sin
embargo, se ha demostrado que ambas infecciones frecuentemente coexisten en

un solo hospedador (Adjou-Moumouni et al., 2015).

La anaplasmosis es causada por una bacteria del orden de las\rickettsias,
pertenecientes al género Anaplasma. En el ganado bovino es calisada mas
comunmente por Anaplasma marginale y Anaplasma centrale (Mosby, 2010).

La babesiosis bovina es producida por microorganismos protozoarios
pertenecientes al género Babesia. Actualmente, se han reportado seis especies:
B. bigemina, B. bovis, B. divergens, B. major, B. jakimovi, B. ovata y B. caballi

(Cuy-Chaparro et al., 2019). En América, B. bovis y B. bigemina han sido las



Gnicas reportadas en el continente. Estas dos especies de Babesia que infectan a
los bevinos domeésticos (Bos taurus y Bos indicus), también han sido reportadas
en otras _especies de rumiantes como el ciervo de cola blanca (Odocoileus
virginianus),—el bisonte americano (Bison bison), el bufalo de agua (Bubalus
bubalis), y ‘el reno (Rangifer tarandus) que habitan en grandes &reas de

Norteamérica (Masby, 2010).

La babesiosis bevina es una de las enfermedades trasmitidas por garrapatas
de mayor importanciaten~el mundo debido a las pérdidas econémicas que esta
ocasiona con la disminucion (de la productividad del ganado, tratamiento de la
enfermedad y la pérdida deg@nimales que mueren por la infeccion (Mamoudou et
al., 2017).

Las garrapatas consideradas.vvectores de anaplasmosis y babesiosis
pertenecen a la familia Ixodidae y principalmente a los géneros Dermacentor y
Rhipicephalus. De este ultimo,“€l.subgénero Boophilus (B. annulatus, B. microplus
y B. decoloratus), es el mayormente identificado como vector del patégeno
(Amorim et al., 2014).

Por lo anterior, las enfermedades provocadas”per, Anaplasma spp. y Babesia
spp. en los bovinos se mencionan como enfermedades‘de bovinos trasmitidas por
garrapatas (bovine tick-borne disease, en inglés) y se censidera que tienen una
distribucion mundial (Bilgi¢ et al., 2013; Jabbar et al., 2015);

La ganaderia bovina es la segunda actividad productiva demayor importancia
en México. Sin embargo, la mayor parte del pais se encuentra dentro de las
regiones de tropico humedo y seco, en donde las condicionessambientales
existentes propician la proliferacion de garrapatas vectores (INEGI 2017, SIAP
2019).

La magnitud del riesgo dependera de la region geogréfica, la presencia de.los
agentes etioldgicos y vectores, las condiciones socioeconémicas de la unidad de

produccion y el manejo sanitario del hato (Iriso-Calle et al., 2017).



La deteccidon de los agentes etioldgicos de Anaplasma spp. y Babesia spp.
mediante técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, 4p0r*sus siglas en inglés) han contribuido significativamente en la
identificacidn-de infecciones y en investigaciones epidemiolégicas que involucran
vectores y haspederos en diversos ambientes debido a su mayor sensibilidad. Asi
también, la PCR)y otras herramientas moleculares de diagnéstico pueden
contribuir en la identificacion de infecciones subclinicas de Anaplasma spp. y
Babesia spp. (Mosqueda-Gualito et al., 2012; Amorim et al., 2014, Battilani et al.,
2017).

El objetivo del presente¢estudio fue identificar molecularmente y describir los
factores asociados a las infecciones causadas por Anaplasma spp. y Babesia spp.

en bovinos de la subregion Sierra de-Tabasco.
1.1.Planteamiento del problema.

Las infecciones ocasionadas’por Anaplasma spp. y Babesia spp. en bovinos
estan presentes en el tropico mexicano, aungue. su importancia ha sido relegada
desde hace dos décadas (Rodriguez-Yivas “eteal., 2017). Estas infecciones
provocan pérdidas econdmicas por( aplicacion.~de garrapaticidas, costos
ocasionados por el tratamiento de las infecciones, disminucion de la produccion de
carne y leche, y por muerte de animales infectados. Sinsembargo, en México no
existen datos confiables que contribuyan a calcular el dafio econémico de estas
infecciones, debido a la falta de reportes y estudios que identifiquen infecciones
clinicas y subclinicas, asi como datos epidemiol6gicos en ‘el¥ganado bovino
(Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Por otra parte, la presencia de estos patdégenos en garrapatas con{capacidad
antropofilica genera un riesgo potencial de zoonosis poco dimensionada en
México. No obstante, estas infecciones son consideradas un problema de‘salud
publica en Canada, Estados Unidos y algunos paises de Sudameérica (Gonzalezset
al., 2019).



Actualmente, no existen estudios reportados que indiquen la presencia de
infeceiones causadas por Anaplasma spp. y Babesia spp., que identifiquen
molecularmente las especies de Anaplasma y Babesia que infectan al ganado
bovino criade en la regidon tropical himeda de México o que describan la
epidemiologiavde estas infecciones asociadas a los sistemas de produccion en

esta region.
1.2.Justificacions

México es considerado uno de los paises con gran capacidad para mantener
una agricultura y ganaderia“sustentable. Aun asi, la falta de desarrollo de estos
sectores contribuye a que el_8:9% de su poblacion se encuentre inmersa en

problemas de seguridad alimentaria~debido al abastecimiento (FAO, 2019).

En México, el Servicio de_Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
calcula un aproximado de 33 millenpes de'bovinos, y aproximadamente el 60% vive
en areas tropicales y subtropicales, donde _hay presencia de garrapatas que
pueden transmitir patdgenos capaces.de @fectar su productividad. Tabasco,
ubicado en la region tropical hUmeda €uenta cen.una produccion aproximada de
70 mil toneladas de carne de bovino y 105 millones de.litros de leche (SIAP, 2019)
convirtiendo asi, a la ganaderia en una actividad econémica preponderante en la
entidad.

Las infecciones causadas por Anaplasma spp. y Babesia“’spp. en bovinos del
estado de Tabasco podrian ocasionar grandes pérdidas econémicas y poner en
riesgo la salud de las personas que laboran en las unidades de produeeion. Es por
esta razon que en continentes como Europa, Asia, Africa y paises cerc¢anos como
Canada, Estados Unidos y algunos de Sudamérica, estas infeceiones son

consideradas como un problema de salud re-emergente (Gonzalez et al., 2019).

La informacion generada en estudios de vigilancia epidemiolégica como el\que
se propone, es de vital importancia para la elaboracién de planes y programas de

control enfocados a evitar las infecciones en el ganado bovino y mas aun, para la



implementacion de medidas de bioseguridad para el personal que labora en las

unidades de produccién.

Por 10 anterior, resulta necesario un mayor conocimiento de las condiciones
epidemioldgicas que guardan las infecciones por Anaplasma spp. y Babesia spp.
en la subregién de la Sierra de Tabasco; ya que ambas, infeccion e infestacion,

estan presentes en‘la ganaderia de la region.

En este escenariores de gran utilidad el uso de pruebas de diagnéstico
molecular (Adjou-Moumeuni et al., 2015; EI-Ashker et al., 2015; Jaimes-Duefiez et
al., 2017; Hamzah y Hass0,-2019).



1.37Objetivo general.

Identificar molecularmente y describir los factores asociados a las infecciones
causadas por Anaplasma spp. y Babesia spp. en bovinos de la subregién Sierra

de Tabasco;

1.3.1. Objetivos especificos.

Identificar molecCulanmente las especies de Anaplasma spp. y Babesia spp.

que afectan al ganado hovino en la subregion Sierra de Tabasco.

Determinar la prevalencia de Anaplasma spp. y Babesia spp. en bovinos de la

subregion Sierra de Tabasco.

Identificar los factores ambientales, de manejo y del hospedador asociados a
las infecciones por Anaplasma’spp. 'y Babesia spp. en bovinos de la subregion

Sierra de Tabasco.
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2. REVISION DE LITERATURA.

Las _enfermedades causadas por los microorganismos de los géneros
Anaplasma’ spp. y Babesia spp. en los bovinos son llamadas comunmente
enfermedades trasmitidas por garrapatas, estan presentes en todas las regiones
tropicales y subtropicales en donde se encuentran sus vectores y causan pérdidas
econOmicas por enfermedad y muerte (Medina-Naranjo et al., 2017).

El cuadro clinico.que se presenta en ambas enfermedades tiene grandes
similitudes; como lo son-Ja fiebre, anemia, decaimiento, postracion, aumento de la
frecuencia respiratoria y cardiaca, disminucién en la produccion de carne y leche,
y la muerte (Medina-Naranjo €t.al; 2017). Sin embargo, existen diferencias como
la presencia de sangre en las heges, la cual se relaciona con la anaplasmosis y la
hemoglobinuria que es caracteristica, de la babesiosis. Estos signos solo se
presentan en el 34% de los_ecasos‘aproximadamente (El-Ashker et al., 2015).
Algunos estudios han reportado.indices de hasta 24% de coinfeccion de ambas

enfermedades en un mismo hospedador bovino, (Amorim et al., 2014).

Vacunas trivalentes que contienen) eritroeitos infectados con organismos
atenuados de Anaplasma centrale, Babesia bovis’ y~Babesia bigemina han sido
utilizados para inducir inmunidad cruzada en animales,con infecciones clinicas
(Florin-Christensen, 2014). Las vacunas disponibles en_la_actualidad no ofrecen
resultados satisfactorios, ya que el nivel de proteccion ‘es variable (Ferrerira y
Martinez, 2017).

Los animales que se recuperan naturalmente de estas enfermedades quedan
como persistentemente infectados y son fuente de contagio para~los demas
animales del hato y la fauna silvestre (Bilgic et al., 2013; Fallquist et al.;72019), por

lo que ademas de hospedadores se consideran reservorios.
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2.J'Género Anaplasma.

El' genero bacteriano Anaplasma tiene una de distribucion mundial, puede
causar infecciones en animales de produccion, companiia, silvestres y en seres
humanos (Silaghi et al., 2017); y se ha reportado en coinfeccion con otros
patdgenos como-Babesia, Mycoplasma y Theileria, ya que comparten vectores
(Ybafiez e Inokuma;, 2016).

Las especies de_Anaplasma poseen una amplia distribucion geogréfica,
tropismo por diferentes eélulas de sus hospedadores, gran variedad de vectores y
diferentes grados de patogenieidad (Battilani et al., 2017).

2.1.1. Descripcion taxon6mica.

Anaplasma es un género de bacteria perteneciente al filo Proteobacteria, a la
clase Alphaproteobacteira, al-orden Rickettsiales y familia Anaplasmaceae (Silaghi
et al., 2017). Se reconocen seis‘especies deseste género: A. ovis, A. marginale, A.
centrale, A. platys, A. bovis y A._phagocytophilum (Ybafiez e Inokuma, 2016).
Recientemente, se han identificado tres.nuevas especies que estan en proceso de
incluirse: A. odocoilei relacionada com™el venado cola blanca (Odocoileus
virginianus), otra mas en Japon, en el ciervo sica.(Cervus nippon); esta nueva
especie posee genes no identificados en ninguna otra“especie de Anaplasma, y
finalmente A. capra, detectada en China, infectando c¢abras (Capra hircus) y
humanos (Battilani et al., 2017; Silaghi et al., 2017).

2.1.2. Caracteristicas microbiol6gicas.

Los microorganismos del género Anaplasma se caracterizan’ _por ser
intracelulares obligados (Ybafiez e Inokuma, 2016) no moviles, ceeoides o
elipsoidales. A pesar de ser bacterias gram negativas se observan mejor con
tinciones tipo Romanowsky (Battilani et al., 2017). Anaplasma spp. se puede

observar en el citoplasma de las células de su hospedador mamifero, en vacuolas

12



hechas de su propia membrana, en cuerpos de inclusibn denominados morulas
(Fallguist et al., 2019; Silaghi et al., 2017).

El ciclo biolégico de Anaplasma spp. empieza cuando entra al torrente
circulatorio del)hospedador mamifero infectando eritrocitos, forma una vacuola y
en ella se mdltiplica por fision binaria hasta formar de cuatro a ocho unidades
llamadas corpusculos iniciales. Los cuales salen del eritrocito por exocitosis, sin
provocar lisis celular; nuevamente al torrente circulatorio y asi infectar nuevos
eritrocitos (Battilani et ak, 2017). Donde continda reproduciéndose, causando
cambios de estructura y funcion en la membrana celular; lo que resulta en un
proceso autoinmune que tegmina con la eritrofagocitosis mediada por anticuerpos
(Medina-Naranjo et al., 2017)"Hepatomegalia y esplenomegalia resultan de la
invasion de las células reticuloendoteliales en estos 6érganos. La destruccion

masiva de eritrocitos causa anemia hemolitica extravascular (Battilani et al., 2017).

Las garrapatas son el principal vector'de Anaplasma spp., estas al alimentarse
de un animal enfermo ingieren a‘labacteria_ubicada dentro de los eritrocitos. Esta
bacteria se reproduce dentro de las garrapatas“y mediante un proceso mediado
por receptores, invade las células del.intestinosmedio. Donde realiza ciclos de
reproduccion para posteriormente, migrar-via hemalinfa a las glandulas salivales;
en las cuales también se reproduce, para después pasar.a un nuevo hospedador

mamifero durante su alimentacion (Brayton 2012; Battilani.et\al., 2017)

La transmision mecanica por otros artropodos hematofagos o fomites es
considerada de importancia, sobre todo en lugares libres de garrapatas (Silaghi et
al., 2017). La transmision vertical también ha sido reconocida_en“la cadena

epidemioldgica de las infecciones por Anaplasma spp. (Lozina et al., 2048).

2.2.Especies de Anaplasma que infectan a los bovinos.

Las especies de Anaplasma que tienen importancia a nivel mundial en la

ganaderia son A. marginale y A. centrale. Adicionalmente A. bovis, A.
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phagecytophilum y A. ovis estan presentes con una importancia variable y una

amplia gama de hospedadores dentro y fuera de la ganaderia (OIE 2015a).
22.1. Anaplasma marginale.

Es la espeeie. que con mayor frecuencia infecta a bovinos ocasionando anemia
(desde leve hasta severa) y un cuadro febril (Mamoudou et al., 2017). Tiene una
distribucion mundial,/saunque es mas prevalente en la areas tropicales y

subtropicales (Ybafiez e/lnokuma, 2016).

Se ha demostrado la transmisibn de A. marginale de forma biologica,
mecanica y transplacentaria,~pero no transovarica (Battilani et al., 2017). Al
infectar los eritrocitos, forma vaguolas con su propia membrana, en las cuales se
alojan de cuatro a ocho bacterias’\También pueden invadir células endoteliales
(Lozina et al., 2018).

El periodo prepatogénico puede-durar de siete a 60 dias, dependiendo de la
dosis infectante y la edad del hospedador. Posteriormente, se manifiestan fiebre,

pérdida de peso, ictericia, letargia, aberto.y muerte (Battilani et al., 2017).

Esta especie de Anaplasma presenta en (la) membrana externa seis
polipéptidos denominados “proteinas principales de Superficie” o “MSP” (surface
main proteins, por sus siglas en inglés), las cuales estan relacionadas con la
interaccion entre las células del vector y el hospedador ‘(Jaimes-Duefiez et al.,
2018). Estas proteinas de superficie han servido para la clasificacion de las cepas
de esta especie en estudios moleculares y también, son éstas proteinas contra las
cuales se dirige la respuesta inmune del hospedador mamifero (Ferrerira y
Martinez, 2017). Existe ademas otra proteina denominada “proteina@séciada al
apéndice del plasma” o “Aaap” (Anaplasma appendage associated proteingpor sus
siglas en inglés), esta sale de la membrana citoplasmatica de la vacuola, la ¢cual se

cree esta relacionada con la patogenicidad (Fallquist et al., 2019).
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En paises de zonas tropicales se ha reportado la prevalencia de infecciones
por A< marginale, utilizando diversas pruebas diagndsticas. En Brasil se reportd
63.1% empleando PCR (Amorim et al., 2014), en Cameriun Mamoudou et al.,
(2017) reportaron 62% de prevalencia mediante frotis sanguineo con tincion de
Giemsa, en.‘Ecuador Medina-Naranjo et al., (2017) encontraron 65% de
prevalencia utilizando una prueba de ELISA. En México, en los estados de
Veracruz y TabasCorse reportd una seroprevalencia de hasta 25.4% en bufalos de
agua (Lira-Amaya et al,2017).

Las garrapatas consideradas los principales vectores de A. marginale para
Estados Unidos pertenecen al género Dermacentor spp. mientras que en
Latinoamérica las garrapatas vectores pertenecen al género Rhipicephalus spp.
(Medina-Naranjo et al., 2017). “Se~ha postulado la transmisibn mecénica por
moscas (Medina-Naranjo et al., 2017).y.la via transplacentaria esta presente para

terneros (Costa et al., 2016).

En Brasil, los factores de riesgo de‘importancia para la presencia de la
infeccion de A. marginale fueron la presencia gde\garrapatas y la edad del bovino
(Amorim et al., 2014). Un estudio llevado a cabo en Yucatan, México reporté6 como
factores de riesgo relacionados a la infeecion la densidad de los bovinos en la
unidad de produccion, el tipo de acaricida utilizado,. el intervalo entre los
tratamientos y el uso de equipos e instrumentos veterinarios (Rodriguez-Vivas, et
al., 2004).

La inmunizacién contra A. marginale se ha realizado mediante la vacunacion
con eritrocitos infectados con A. centrale que produce una infececions de menor
gravedad, obtenidos a partir de becerros esplenectomizados, con lo que se busca
inmunidad cruzada (Lozina et al., 2018), o por antigenos de superficie especificos
de origen proteico, sin embargo, se han tenido resultados que vant desde
proteccion completa, incompleta o ninguna proteccion (Ferrerira y Martinez, 2017);
por lo que se busca en los antigenos subdominantes el desarrollo de nuevas

vacunas.
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2.2.2. Anaplasma centrale.

ESta_especie causa una infeccion leve que puede ser subclinica, razén por la
cual se ha‘usado como vacuna contra A. marginale en algunos paises. En los
frotis se puede observar que se localiza en cuerpos de inclusion en el centro del
eritrocito, lo cual-la diferencia de A. marginale (Ybafiez e Inokuma, 2016). Su
principal vector €s”Rhipicephalus simus, aunque también se ha encontrado en
Haemaphysalis puneata y Amblyomma spp. (Battilani et al., 2017).

Esta especie de Anaplasma afecta principalmente a los eritrocitos de bovinos,
pero recientemente se ha repertado en ovinos domeésticos (Ovis aries), ciervo sika
(Cervus nippon), fiu negro (Connechaetes gnou), fiu azul (Connochaetes taurinus),
antilope acuatico (Kobus ellipsipyrymnus) y antilope eland (Taurotragus oryx) por
lo que seguramente afecta a un mayer.namero de animales ungulados (Battilani et
al., 2017). Se ha reportado en Sudafrica, Sudamérica, Medio oriente y Asia
(Silaghi et al., 2017).

2.2.3. Anaplasma bovis.

Se encuentra en Africa, Europa, Asia'y Amériea (Ybafiez e Inokuma, 2016).
Infecta monocitos y macréfagos principalmente de\bovinos (Bos spp.) y bufalos
(Bubalus spp.), y otros rumiantes entre los que se encuéntran cabras domésticas,
ciervo rojo (Cervus elaphus), ciervo sika (Cervus nippon), venado de agua koreano
(Hydropotes inerimis arguropus), un ciervo brasilefio llamado. corzuela parda
(Mazama gouazoubira), ciervo de los pantanos (Blastocerus dichotomus), perros,
leopardos, mapaches y conejos. Provoca signos clinicos que van_desde fiebre
ondulante, debilidad, anorexia, congestion de membranas mucosas, gscurrimiento
nasal, diarrea, emaciacion hasta signos nerviosos. La infeccién deriva €n anemia,

trombocitopenia y eventualmente la muerte (Battilani et al., 2017).

El vector mas importante es la garrapata Haemaphysalis megaspinosa para el
ganado y Haemaphysalis longicornis para la fauna silvestre (Ybafiez e Inokuma,

2016). Sin embargo, también se reconocen Hyalomma spp., Haemaphysalis

16



puncata, H. concinna, H. langragei, H. leporispalustris; en el género Dermacentor:
D. andersoni D. occidentalis, y en el género Rhipicephalus: R. sanguineus, R.

appendiculatus, R. turanicus y R. evertsi (Silaghi et al., 2017).
2.2.4¢Anaplasma phagocytophilum.

La enfermedad.causada por esta especie de Anaplasma esta presente en las
regiones tropicales(de todo el mundo. Se distingue por ser adaptativa con respecto
a vectores, hospederosy variaciones estacionales. Infecta también a humanos y
caballos (Jiang et al., 2020). Es trasmitida por garrapatas Ixodes, como I. ricinus, I.
persulcatus, |. pacificus, “¢_sscapularis, I. ovatus; Dermacentor variabilis, D.
occidentalis, D. salivarum; Haemaphysalis megaspinosa, H. formosensis y H.
longicornis (Silaghi et al., 2017).~Sin embargo, se estudia su capacidad de
trasmision transovarica, lo que podria, convertir a Dermacentor spp. no solo en

vector, sino en reservorio (Battilani et'al., 2017).

Es una especie intragranulocitica’ ¢obligada; en los rumiantes afecta
principalmente a los neutrdfilos provocando fiebre, debilidad, anorexia y abortos;
se desarrolla bacteriemia y leucopenia/(neutropenia, linfopenia y trombocitopenia),
lo que conduce a inmunosupresion_y conseeuentemente a infecciones

oportunistas (Battilani et al., 2017).
2.2.5. Anaplasma ovis.

Esta especie de Anaplasma infecta principalmente a €abtas y borregos,
aunque en menor medida también puede infectar a bovinos domésticas y salvajes
como renos y venados. Ademas, recientemente se ha reportado 1a infeccién en

humanos (Yousefi et al., 2017).

La bacteria infecta a los eritrocitos, causando generalmente una infeccion-leve
que puede agravarse en presencia de estrés o coinfecciones, causando fiebre,

anorexia, depresion, debilidad, abortos y muerte (Battilani et al., 2017).
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Los vectores relacionados son Dermacentor marginatus, D. andersoni, D.
occidentalis, D. niveus, Haemaphysalis concinna, H. punctata, Hyalomma spp.
(Silaghicet al., 2017).

2.3.Género Babesia.

Los microorganismos pertenecientes al género Babesia producen una
enfermedad en la(cual’ parasitan los glébulos rojos de animales de produccion,
compafiia y salvajes,\y»ultimamente la enfermedad ha cobrado importancia como
zoonosis. Es trasmitida‘por garrapatas y se considera la de mayor morbilidad y
mortalidad para los bovines”en el mundo (Gray et al., 2019). Bovinos adultos y
joévenes son susceptibles a la’enfermedad, aunque los jovenes tienen una mayor
resistencia innata (Giglioti et al4 2016). En general, se desarrollan en climas
templados y tropicales, y su principal vector es Riphicephalus microplus (Medina-
Naranjo et al., 2017).

La clasificacion de Babesia se\ha realizado de acuerdo al animal que parasita
(B. bovis, B. canis, B. equi, B. felis;etc.); en relacion a su tamafio durante la etapa
de merozoito, en cortas y largas y de“acuerdo-a.su morfologia (B. bigemina, B.
major, B. ovate). Recientemente, estudios molectlares han descubierto nuevas
especies, algunas infectando a un mismo hospedador y son idénticas en la

observacién al microscopio electrénico (Lempereur et al., .2017).
2.3.1. Descripciéon taxonémica.

Babesia es un género de microorganismos perteneciente al sub reino
Protozoa, filo Aplicomplexa, clase Aconoidasida, a la subclase Piroplasmia, orden
Piroplasmida, familia Babesiidae. El género Babesia tiene dos especies_de interés
en la ganaderia: B. bovis y B. bigemina. Ademas, se conocen las especCies B.
microti y B. divergens que causan infeccion en humanos, B. cati, B. duncani; B.
equi, B. felis, B. canis, B. gibsoni, B. herpailuri, B. jakimovi, B. major, B. ovate, B.
venatorum, entre otras aproximadamente 100 especies de menor interés clinico'y

zootécnico (Sun et al., 2014; Lempereur et al., 2017; Gray et al., 2019).
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2.3.2. Caracteristicas del protozoario.

Entre’las Babesias existen especies largas (~ 3-5 um) y cortas (~ 0.5 - 2.53
pum), segun el largo en la fase de merozoito (Lempereur et al., 2017). Se
caracterizan/por poseer un complejo apical, el cual tiene una funcidon secretora

relacionada con su capacidad de invadir eritrocitos (Medina-Naranjo et al., 2017).

Babesia spp. (es/«un protozoario intracelular que reconoce receptores de
membrana especificos en los eritrocitos y de esta forma los invade en una etapa
del ciclo, en la cual recibe’el nombre de esporozoito. Una vez dentro del eritrocito
comienza a reproducirse per.division binaria, en esta etapa se llama merogonia.
Posteriormente, se da lugar ala formacion de dos merozoitos, los cuales salen del
eritrocito produciendo la lisis y«la consecuente liberacion de hemoglobina al
plasma. También produce un proceso.autoinmune por cambios en la membrana
celular del eritrocito, o que preyoca una eritrofagocitosis, como consecuencia de
ambos procesos el hospedador_desarrollard anemia (Cuy-Chaparro et al., 2019;
Medina-Naranjo et al., 2017).

Las garrapatas son vectores de diferentes ‘especies de Babesias y adquieren
los protozoarios al alimentarse de sangte_en un hospedador mamifero infectado
con Babesia spp. La garrapata ingiere tanto eritrocitos.infectados como merozoitos
libres en el plasma; los merozoitos infectan las células_del intestino medio de la
garrapata, donde los gametos se fusionan y dan lugar a cigotos, los cuales viajan
a las glandulas salivales convertidos en oocinetos, en estas_glandulas mutan a
esporogonias y posteriormente a esporozoitos, los cuales son inyectados durante
la alimentacion de la garrapata a un nuevo hospedador mamifero completando el
ciclo (Cuy-Chaparro et al., 2019; Sivakumar et al., 2016).

La enfermedad se manifiesta clinicamente cuando la cantidad de eritrocitos
enfermos es mayor a la capacidad del organismo para reemplazarlos. Sobreviene
entonces la anemia y la respuesta inmune complica el cuadro clinico; causando
via citoquinas efectos vasculares como vasodilatacion, baja presion sanguineas

edema y coagulacion intravascular diseminada. Los capilares cerebrales también
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pueden resultar afectados, lo que ocasionalmente desencadena signologia

nervieSa (Gray et al., 2019).

24./ Especies de Babesia que infectan a los bovinos.

Las especies.que revisten mayor importancia en los bovinos son B. bovis y B.
bigemina, la primera generalmente mas patdgena y la segunda un poco mas
extendida geogréaficamente (OIE 2015b). Otras especies como B. divergens, B.
major, B. occultans_»y B. jakobsoni tienen considerablemente menores
prevalencias. Los principales vectores en bovinos son Rhipicephalus spp. e

Ixoides spp. (Cuy-Chaparro-€tal., 2019).
2.4.1. Babesia bovis.

Esta especie de Babesia es clasificada como corta, mide 1.0 - 1.5 um en sus
estadios redondos y de 1.5 -2.4 um cuande es piriforme (Lempereur et al., 2017),
es el principal agente causal decla-enfermedad en bovinos y también afecta a
bufalos. Se asocia generalmente.con los ¢uadros clinicos mas graves y es de
distribucién mundial en zonas tropicales y subtropicales (Cuy-Chaparro et al.,
2019).

Los signos principales de la infeccion por B. bovis son anemia, fiebre, ataxia e
incoordinacion, depresion, anorexia, hemoglobinuria (la‘Celeracion de la orina es
diferencial de anaplasmosis, ya que es color rojo o café),.suele presentarse

signologia nerviosa y trastornos en la coagulacion (Antonio-Alvarez et al., 2019).

En Brasil se reportd una prevalencia de 20.4% de prevalengia en bovinos
domésticos (Amorim et al., 2014), y en Camerun con 24.1% de_prevalencia
(Mamoudou et al., 2017). En México, en los estados de Veracruz y Tabasco se
encontraron prevalencias de 31.7 y 78.4%, respectivamente, en bufalos de @gua
(Lira-Amaya et al. 2017). Asi también, se reportd una prevalencia de 59.9% en
venados de cola blanca de los estados de Coahuila, Nuevo Leon y Tamaulipas
(Cantu et al., 2009).

20



Los principales vectores de B. bovis son Rhipicephalus microplus y R.
annulatus, en menor proporcion R. geigyi (Alvarez et al., 2019). La transmision
transplacentaria se comprob6 nuevamente como via de contagio en Brasil (Costa
et al., 2016).

Los animales-que se recuperan de la infeccion con B. bovis se clasifican como
infectados de porsvida, por lo que se consideran también reservorios (Antonio-
Alvarez et al., 2019);

2.4.2. Babesia bigemina.

Se clasifica entre las de.tamafio grande, mide 2.5 — 3.5 pm en los estadios
redondos y 2.5 — 4.5 ym cuande es piriforme. Llega a alcanzar un nivel de
parasitemia cercano al 40%. En su‘forma individual es elongada o ameboide con
un filamento citoplasmatico; al encontrarse en pares, son piriformes y se

acomodan en angulo (Lempereur-et al.,2017).

B. bigemina infecta principalmente ganado.ovino doméstico, bufalos de agua,
bafalos africanos y venados de colablanca. Los/signos clinicos mas importantes

de la infeccidn son fiebre, hemoglobinuria; signos nerviosos y anemia (OIE 2015b).

Las infecciones con B. bigemina han sido reportadas en todas las zonas
tropicales y subtropicales en el mundo y su principal®vector es Rhipicephalus
microplus, aunque también participan R. annulatus, R. decoloratus, R. geigyi y R.
eversti (Alvarez et al., 2019; Ribeiro et al., 2009). La transmisiOn-transplacentaria

de B. bigemina también se comprobd en Brasil (Costa et al., 2016).

En Camerun, Mamoudou et al., (2017) reportaron 5% de._prevalencia
detectado con la técnica de frotis y en Brasil se obtuvo 34% de prevalencia usando
PCR (Amorim et al., 2014). En el sureste de México, las prevalencias enibufalos
domeésticos variaron entre 31.7 y 90.2% usando la prueba de inmunofluorescencia
(Lira-Amaya et al., 2017), asimismo se determin6é en 5.4% en venados de caola

blanca silvestres en estados del noreste de México (Cantu et al., 2009).
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Los animales que se recuperan de la infeccién, podran volver a presentar
period0s de parasitemia y la signologia clinica si su sistema inmunolégico se ve
comprometido, ademas seran portadores por un periodo de alrededor de dos
afos, por lo.gue se consideran reservorios (Antonio Alvarez et al., 2019).

2.4.3. Babhesia microti.

Se reconoce como”“una Babesia pequefia, mide de 1.0 - 2.5 um, se presenta
en las formas caracteristicas redonda y piriforme, solitaria 0 en pares y alcanza
hasta un 4.5% de parasitemia (Lempereur et al., 2017). Infecta humanos por
medio de la picadura de garfapatas y por transfusiones sanguineas (Moritz et al.,
2016) también infecta roedores,~los cuales fungen como reservorio (Dunn et al.,
2014; Park et al., 2015) y tiene distribucion mundial (Gonzélez et al., 2019).

La presentacidon de los casos enthumanos tiene un periodo prepatente de una
a ocho semanas, con cuadros.clinicos“gue pueden variar desde asintomaticos
hasta fatales (Moritz et al., 2016); ya quespor la infeccidon los pacientes pueden
desarrollar anemia hemolitica (Dunn—et, al., @2014). Los sintomas reportados en
humanos son cefaleas, mialgia, ariralgia; y="se manifiestan hepatomegalia,

esplenomegalia, ictericia, neutropenia y trombocitopenia (Moritz et al., 2016).

Con respecto al vector, fue encontrada en 3.6% de las garrapatas Ixodes en
Suecia (Karlsson y Andersson, 2016). En Estados Unidos; en donde se reportan la
mayoria de los casos (Andersson et al.,, 2016) es frecuente la. coinfeccion con
Borrelia burgdorfeli tanto en humanos como en ratones, ya(Que comparten el
mismo vector y esta coinfeccidén, al parecer incrementa la infectividad y

supervivencia de B. microti (Dunn et al., 2014; Knapp y Rice, 2015).

B. microti es trasmitida por Ixodes ricinus, Ixodes scapularis, Haemaphysalis
longicornis y Rhipicephalus haemaphysaloides. En estas especies (puede
sobrevivir el cambio de estadio, de larva a ninfa, pero no sobrevive mas de.un
mes, por lo que no se ha comprobado la via de transmisidén transovarica en las

garrapatas (Gray et al., 2019).
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2.4.4. Babesia divergens.

Seé clasifica como una Babesia pequefia ya que mide de 1.5 - 1.8 pm en su
forma redonda y de 1.5 - 1.9 um por 0.5 - 1.1 um cuando es piriforme. Puede
alcanzar de(30 a 45% de parasitemia. Los estadios redondos se caracterizan por
presentar vacuolas grandes con cinco a ocho microorganismos (Lempereur et al.,
2017).

Babesia diverges'se’localiza en Europa y Africa del Norte y su principal vector
es Ixodes ricinus (Alvarez‘et al., 2019; Jabbar et al., 2015), aunque paises como
Hungria, Irlanda y Noruega-han reportado la disminucion de casos casi hasta su
ausencia (Hornok et al., 2014)..Asi también se reporté con una baja prevalencia
(0.2%) en garrapatas de Suecia (Karlsson y Andersson, 2016). Generalmente, se
reporta con bajas prevalencias cercanas al 1% y en coinfeccidon con Babesia bovis
(Aktas y Ozubek, 2015). En venado rojo (Cervus elaphus) se ha reportado con una
prevalencia de 2.6% en Suiza;"29% en Irlanda y 16% en Eslovenia (Michel et al.,
2014).

Esta especie de Babesia también infecta humanos, por lo que su importancia
se ha incrementado en el area de la salud publica (Miechel et al., 2014; Gonzalez et
al., 2019) y generalmente los casos estan detectados.eh,gente relacionada con la

ganaderia (Andersson et al., 2016).

El vector mas importante para B. divergens es Ixodes ri€inus (Hornok et al.,
2014) y las garrapatas infectadas podran trasmitirla a su desCendencia cuando

menos por una generacion (Gray et al., 2019).
2.4.5. Babesia venatorum.

Es clasificada como pequefia midiendo de 1.0 - 2.5 um en su forma redonda,
la cual es mas comun, generalmente su ubicacion es periférica (Lempereur et al.,

2017). La presentacion piriforme es menos frecuente (Sun et al., 2014).
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Solo ha sido reportado recientemente causando enfermedad en cabras (Gray
et ak=2019) y humanos en Europa (Andersson et al., 2016), mayormente en Italia,
Austriag“Alemania, Inglaterra (Gray et al. 2019) y en China (Lempereur et al.,
2017). Las.nfecciones causadas por B. venatorum pueden alcanzar entre 1y 30%
de parasitemia_(Lempereur et al.,, 2017) y las principales manifestaciones en
humanos son fielire, anemia, trombocitopenia, mialgia, artralgia y cefalea (Jiang et
al., 2015), dificultadsrespiratoria y debilidad progresiva (Sun et al., 2014; Gonzalez
et al., 2019).

El reservorio principal es, el venado corzo europeo (Capreolus capreolus),
recientemente se ha mencionado que aves pueden ser vectores de B. venatorum
al cargar a Ixodes ricinus durante’sus migraciones (Hasle et al., 2011, Gray., et al.
2019). Se sabe que infectan también a gamuzas (Rupicapra rupicapra), ibexs
(Capra ibex) y renos (Rangifer “spp.), entre otros rumiantes de vida libre
(Andersson et al., 2016). Su” prevalencia.fue de 1% en garrapatas de Suecia

(Karlsson y Andersson, 2016).

2.5.Caracteristicas epidemiolégicas repartadas para Anaplasma spp. y

Babesia spp. en estudios recientes.

A pesar de que estas infecciones han sido estudiadas desde hace mucho
tiempo, en realidad existe poca informacion en cuanto a la epidemiologia de estas
infecciones, especialmente en México. Algunos aspectos generales como son los
vectores reconocidos para cada microorganismo, sus hospedadores domeésticos y
salvajes, las células o tejidos que son los sitios blanco de‘la infeccion y su
distribucién geogréafica pueden observarse en el Cuadro 1.
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Cuadro 1.- Aspectos epidemiologicoss€eportadas para Anaplasma spp. y Babesia spp. en estudios recientes.

Especie Vectores Hospedadores Célula Distribucion Signos Referencia
blanco geografica principales
Anaplasma Dermacentor spp. Rumiantesidomésticos  Eritrocitos, Regiones tropicales  Anemia, fiebre Silaghi et al., 2017
marginale Rhipicephalus spp. y salvajes células de todo el mundo Lozina et al., 2018
endoteliales*
Anaplasma centrale  R. simus Bovinos Eritrocitos Sudafrica, Subclinica Silaghi et al., 2017
H. puncata* Sudamérica Battliani et al., 2017
Amblyomma spp.* Australia, sureste de
Asia
Anaplasma bovis Haemaphysalis spp. Rumiantes domésticos #Manocitos Mundial excepto Fiebre ondulante, Silaghi et al., 2017
Hyalomma spp.* y salvajes, conejos y Macréfagos  Australia congestion de Battliani et al., 2017
Dermacentor spp.* algunos carnivoros mucosas
Rhipicephalus spp.*
Anaplasma Ixodes spp. Rumiantes domésticos __ Neutréfilos Regiones tropicales  Fiebre, anorexia,  Silaghi et al., 2017
phagocytophilum Haemaphysalis spp. y salvajes, caballos, Eosindfiles*  de Africa, Europa, abortos Battliani et al., 2017
Dermacentor spp. perros, gatos y Basofilos* América y Asia
humanos.
Anaplasma ovis Dermacentor spp. Pequefios rumiantes Eritrocitos Regiones tropicales  Fiebre, depresion, Silaghi et al., 2017
Haemaphysalis spp. domésticos y salvajes, detodo el mundo abortos
Hyalomma spp. y humanos*
Rhipicephalus spp.
Ixodes rinicus
Babesia bovis Rhipicephalus spp. Bovinos domésticos y Eritrocites Regionesitropicales  Anemia, fiebre Lempereur et al., 2017
bufalos. de todoel.mundo incoordinacion Cuy-Chaparro et al., 2019
Hemoglobinuria Alvarez et al., 2016
Babesia bigemina Rhipicephalus spp. Bovinos domésticos, Eritrocitos Regiones tropicales  Anemia, fiebre, Lempereur et al., 2017
bufalos y venados. de todo el mundo signos nerviosos  Alvarez et al., 2019;
Ribeiro et al., 2009
Babesia microti Ixodes spp. Humanos y roedores. Eritrocitos Mundial Anemia ictericia Lempereur et al., 2017
H. longicornis Gonzélez et al., 2017
R. haemaphysaloides Karlsson y Andersson, 2016
Babesia divergens Ixodes ricinus Bovinos, venados y Eritrocitos Europa y Africa del Alvarez et al., 2019
humanos norte Lempereur et al., 2017
Babesia venatorum  Ixodes ricinus Humanos, ovejas, Eritrocitos Inglaterra, Italia, Fiebre'anemia, Lempereur et al., 2017

perros y gatos

Austria, Alemania y
China

trombocitopenia

Andersson et al., 2016
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2.6°Técnicas para la identificacién de Babesia spp. y Anaplasma spp.

La prueba tradicional para la deteccion de estos hemoparasitos es el frotis
sanguinéo/(Bolivar, 2013; Bernardo et al., 2016). El cultivo in vitro ha contribuido
en el diagn6stico e investigacion de Babesia spp. Este se realiza en medios
enriquecidos con-lineas celulares y suero de bovino. Sin embargo, es dificil la
estandarizacion de‘la concentracion de los elementos disueltos (Rojas-Martinez et
al., 2016).

La prueba de oro (prueba de méxima confiabilidad) para anaplasmosis, es la
inoculacion de eritrocitos sespechosos de infeccion en animales susceptibles. El
procedimiento no es practico;_ es-tardado y ofrece poca informacién acerca del

grado de parasitemia del enfermo«(Corona-Gonzalez et al., 2014).

Las pruebas serolégicas comotla prueba de ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA, por_sus siglas en Ingles), fijacion del complemento,
inmunofluorescencia o inmunaCromatografia son Utiles, pero necesitan la
presencia de anticuerpos en el plasma sanguineo_del animal infectado, los cuales
alcanzan un incremento detectable mediante estas:pruebas a la segunda semana
postinfeccién (Jiang et al., 2020). Ademas; estas {pruebas diagndsticas requieren
equipo especializado, son tardadas y corren el riego.de, reportar falsos positivos

por reacciones cruzadas (Alvarez et al., 2019; Bilgic et al.,2013).

De manera experimental, la prueba de ELISA recombinante presentd una
sensibilidad de 96% y especificidad de 90% en la deteccion\de A. marginale
(Medina-Naranjo et al., 2017).

2.6.1. Frotis sanguineo.

La observacion al microscopio de frotis sanguineo o impronta de @rganos
teflidos con Giemsa, es el método mas comunmente utilizado para el diagnostico

de anaplasmosis y babesiosis (Bernardo et al., 2016; Lempereur et al., 2017), eSta
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se realiza tomando una muestra de sangre que se fija en el momento, o es tomada

con‘anticoagulante para transportarla al laboratorio.

El frotis sanguineo es la técnica mas barata que existe, adaptable a cualquier
laboratorio y\puede ser realizada inclusive durante el trabajo de campo. Un
aspecto importante a considerar es que la sensibilidad y especificidad dependen
de la experiencia_y habilidad de quien realiza la prueba (Lempereur et al., 2017).
En la fase aguda deslas enfermedades cuando la parasitemia es alta, es mas facil
detectar los parasitosi'Sin embargo, en fases cronicas esta técnica es poco Uutil
(Amorim et al., 2014; Silaghi et al., 2017).

Para la deteccibn microsedpica de estos microorganismos se utiliza
preferentemente la tincion de Giemsa en frotis sanguineos de gota fina tomados
de animales vivos. También se pueden tomar muestras de sangre, de higado,
riion, bazo y pulmdn durante lathecropsia. En el caso de anaplasmosis se pueden
observar en los eritrocitos, cuerpos de inelusion de 0.3 - 1.0 um, tefiidos en azul
(Ybariez e Inokuma, 2016).

La preparacion de los frotis se debe hacer inmediatamente de la coleccion de
sangre, aunque se pueden tomar muestras con antieoagulante. Se podran hacer
improntas con pulmén, higado, rifién, bazo, corazén y*vasos sanguineos (Silaghi
et al., 2017).

2.6.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

La prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), consiste en copiar
millones de veces una secuencia de ADN (acido desoxirribonucleico) por medio de
una ADN polimerasa. Para esto se desnaturaliza la cadena de ADN, se-hibrida la
cadena con los cebadores y finalmente la tag-polimerasa cataliza la creacion de
las nuevas cadenas de ADN. Todo lo anterior sucede en ambientes enriquecidos y
en condiciones de temperatura controlada. Finalmente, se procede a analizar el
producto en gel de agarosa por medio de electroforesis para obtener una imagen
del resultado (Costa, 2004; Tamay De Dios et al., 2013).
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Esta técnica es altamente eficaz en la deteccion de enfermedades infecciosas
por su’alta sensibilidad y especificidad (Jiang et al., 2015), detecta directamente la
presencia_de los hemoparasitos, inclusive cuando el nivel de parasitemia es muy
bajo, lo que-demuestra su utilidad inclusive para detectar infecciones en animales
que no presentan signologia (Amorim et al., 2014). El uso de esta técnica ha
alcanzado el ingremento de la sensibilidad hasta un 100% y la especificidad hasta
un 93.67% en la‘deteccion de B. bovis y B. bigemina en bovinos (Shams et al.,
2013).

Otra ventaja de la técnica,de PCR mas alla de la identificacion del agente, es
la diferenciacion entre especies.del mismo género (Bilgic et al., 2013; Jiang et al.,
2015). Estudios recientes de(secuenciacion genética han descubierto nuevas
especies de microorganismos, ‘inclusive entre los que son indistinguibles por

microscopia o que parasitan a un mismo hospedador (Lempereur et al., 2017).

Se han desarrollado ensayos‘de PCR\que realizan detecciones multiples para
el diagnéstico de diferentes especies de Babesia, Anaplasma y otros agentes de
importancia clinica y zootécnica en_bovinosy“donde se obtuvieron resultados
similares en sensibilidad y especificidad, y_se deteCtaron infecciones individuales y
mixtas (Bilgi¢ et al., 2013; Lempereur et al; 2017; Silaghi et al., 2017).
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3. MATERIALES Y METODOS.

3 Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en la subregion Sierra del estado de
Tabasco, México (Figura 1), ubicado entre las coordenadas 18° 39' - 17° 19' de
latitud Norte, 907-57' - 94° 8' de longitud Oeste y una altura de entre 10 y 75
msnm. El clima“es tropical himedo con abundantes lluvias en verano (af). La
temperatura promedio en la zona es de 26 °C, con minimas de 15 y maximas de
44 °C y una humedad relativa de 80% (INEGI 2020).

Figura 1. Subregion Sierra del estado de Tabasco.
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3.2’Determinaciones en ganado bovino de la subregion Sierra, Tabasco,
México.

3¢2.1! Descripcion del muestreo.

Se obtuyieron muestras de sangre durante el periodo de julio a septiembre de
2019 en ocho unidades de produccién pecuaria (UPP) localizadas en la regién
Sierra del estado de Tabasco. Se colectaron muestras de bovinos mayores a ocho
meses de edad, cop‘diversas caracteristicas fenotipicas, genotipicas y sistemas
de crianza o manejotpeor, parte de los duefios. Ademas, se colectaron datos
relacionados con las UPP y con los animales que integraban cada hato. Cabe
mencionar que el numere” de animales muestreados en cada hato varid
dependiendo del numero total\de animales (de 15 a 35 animales) y de las
facilidades proporcionadas por cada-propietario para la realizacién del trabajo en
campo, por lo que el tipo de muestreg,que se realizd fue por conveniencia (178

muestras).
3.2.2. Clasificacion de las'variables.colectadas mediante la encuesta.

Una encuesta fue estructurada ¢para reeolectar informacion asociada al
ambiente, manejo, genotipo y fenotipo de_Jos bovines evaluados. La informacion
colectada fue ordenada de la siguiente manera: orograffa (zona alta o zona baja),
tamafio del hato (pequefio <100 o grande >100), género_del animal (macho o
hembra), raza (Brahman, Simbrah, Suizo, etc.), garrapatasypresencia o ausencia),
moscas (presencia o ausencia), edad del animal en afios (1,2,.3; etc.), frecuencia
de bafios garrapaticidas y mosquicidas (nunca, semanal, quincenal, mensual). Las
variables fueron empleadas para determinar su posible asociacién con la
presencia de infecciones causadas por hemoparasitos en ‘lgs _bovinos

muestreados.
3.2.3. Toma de muestra de sangre en los bovinos.

Las muestras de sangre fueron colectadas de la vena coccigea de l0S

animales  mediante  catéteres  Vacutainer® 'y tubos con  Acido
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etilendiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Cada muestra fue
identificada y colocada en un contenedor de plastico con refrigerantes y
transportadas al Laboratorio de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por

Vectores deda DACA-UJAT, para realizar las determinaciones correspondientes.
3.3. ExtracCion de ADN gendmico a partir de sangre de bovinos.

Para llevar a( cabo la extraccion del ADN de sangre de los bovinos
muestreados se siguid_el procedimiento de extraccion mediante sales descrito por
Miller (1988), y modificade’por (Torres-Chable et al., 2018).

3.4. Reaccion de PCR para’identificar ADN de Anaplasma spp. y Babesia
spp.

El ADN obtenido a partir de la sangre de los bovinos muestreados se diluyo
para estandarizarlo a 10 ng/gl para realizar la amplificacion en igualdad de
condiciones. Los cebadores quéecse- utilizaron para la identificacion de ADN de
Babesia spp. fueron: BJ1 (5"-GTC.TTG TAA FTG GAA TGA TGG-3") y BN2 (5'-
TAG TTT ATG GTT AGG ACT ACG+#3)).los cuales amplifican un fragmento de ~
411 a 452 pb comun en todas las espegies de Babesia (Casati et al, 2006). Los
cebadores que se emplearon para detectar ADN de.Anaplasma spp. fueron: EE1
(5"-TCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCG-3) y EE2
(AGTCACTGACCCAACCTTAAATGGCTG) los cuales amplifican un fragmento ~
1430-1440 pb del gen 16S rRNA en todas las especies de Amaplasma (Yan et al.,
2020). Las reacciones de PCR fueron realizadas empleando, 2.5 pl de ADN
gendémico, 10 pM de cada cebador y 250uM de cada dinucle6tidosen solucion
buffer de PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 1.5 mM MgClz2) en un

volumen total de 25 pl.

Para la identificacion de las especies se emplearon cebadores especificos que
pueden ser observados en el Cuadro 2, las reacciones de PCR se realizargn
siguiendo las indicaciones publicadas para cada cebador (Ybafiez et al. 2013;
Kawahara et al. 2006; Park et al. 2018).
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Los productos obtenidos de la PCR (10 ul), se examinaron en geles de
agaresa.al 1.5% y se compararon con un control positivo a A. phagocytophilum y
un conirol, positivo de B. bovis previamente identificado en el Laboratorio de

Enfermedades Tropicales y Transmitidas por Vectores de la DACA-UJAT.
3.5.-Andlisis estadistico.

Considerando €l nidmero total de muestras obtenidas y el nUmero de muestras
positivas a cada uno.de los patdégenos estudiados se determind la prevalencia
general de las infecciones de Babesia spp. y Anaplasma spp. empleando la

férmula de prevalencia:

C
Pt=_t
N

Donde P: es la prevalencia-estimada/en el tiempo justo que se realizo el
estudio, Ct es el numero total de) casos¢que resultaron positivos durante ese
periodo y Nt es el numero total de individuos”estudiados durante ese periodo de
tiempo (Mateu y Casal, 2003). Cadasuna de ‘las«variables obtenidas se evaluo
individualmente para identificar su pasible asociacion con la presencia de
infecciones por Babesia spp. o Anaplasma spp. mediante un modelo de regresion
logistica univariado en el programa estadistico IBM SPSS#version 22. El programa
obtendrd los Odds Ratio de cada variable, los cuales serdn considerados

significativos cuando se obtenga un valor de P < 0.05.
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Cuadro 2.- Cebadores especificos'para la identificacion de las especies de Babesia y Anaplasma que infectan al

ganado bovinos de laregion Sierra de“Tabasco.

Gen Cebador Técnica  Secuencia Origen Amplicén

SBP-4 BbSBP-4F1 PCR F: 5-AGTTGTTGGAGGAGGCTAAT-3’ Babesia bovis 907pb
BbSBP-4R1 R: 5-TCCTFTCGTCGGCGTCCTTTTC-3’
BbSBP-4F2 nPCR F: 5-GAAATECCIGTTCCAGAG-3 503pb
BbSBP-4R2 R: 5"-TCGTTGATAACACTGCAA-3’

RAP-1a BbigRAP-1a PCR 5"-GAGTCTGCCAAATCCTTAC-3’ Babesia. bigemina 879pb
BbigRAP-R1a 5"-TCCTCTACAGCTGCTICG-3’
BbigRAP-F2a nPCR 5-AGCTTGCFTTCACAACTCGCC-3’ 412pb
BbigRAP-R2a 5 -TTGGTGCTTTGACCGACGACAT-3’

Msp5 AM-49F1 PCR 5'"GTGTTCCTGGGGTACTCCTATGTGAACAAGS’ Anaplasma marginale 547pb
AM-595R1 5"AAGCATGTGACCGCTGACAAACTTAAACAGYS
AM-211F2 nPCR 5"AAGCACATGTTGGTAATATTCGGCTITCTCA3’ 195pb
AM-376R2 5"AATTCTCGCATCAAAAGACTTGTGGTACTC3’

16S rRNA AC1f PCR 5-CTGCTTTTAATACTGCAGGACTA-3" Anaplasma centrale 426pb
AC1r 5-ATGCAGCACCTGTGTGAGGT-3’

16S rRNA AB1f PCR 5-CTCGTAGCTTGCTATGAGAAC-3’ Anaplasma bovis 551pb
AB1r 5-TCTCCCGGACTCCAGTCTG-3

Pb: Pares de bases.
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4. RESULTADOS.

Sé muestrearon un total de 178 animales en ocho UPP, clasificadas para este
estudio en/pequefias a medianas UPP con un niamero de animales que oscilaron
en un rango/de 40 a 120 bovinos. El nimero de muestras de sangre obtenidas y el
namero total de bevinos por cada UPP se muestran en el Cuadro 3. Se recopilaron
también datos desla orografia de la UPP y se clasific6 como zona alta (lomas,
cerros) o baja (zonasinundable). Asi como el tipo de produccién de bovinos, el cual

se clasificé en produccion-de carne o leche.

Cuadro 3.- Datos generaleSsde las unidades de produccion pecuaria (UPP)

empleadas en el presente estudio.

UPP Numero de  Numerqg'total Orografia Tipo de produccion
muestras de animales

1 21 90 Alto Carne
2 25 110 bajo Carne
3 15 120 Alto Leche
4 22 75 Alto Carne
5 29 45 Alto Carne
6 15 100 Baja Leche
7 16 100 Bajo Leche
8 35 110 Alto Carne

Total 178 750

En general, la prevalencia de A. marginale en los bovinos'egstudiados fue de
74.15% (132/178). Datos especificos relacionados con la prevalencia de A.
marginale de acuerdo a cada una de las variables estudiadas en(las UPP se
pueden observar en el Cuadro 4. Una diferencia numéricamente notable fue
encontrada en la variable género, la cual se ve influenciada por el bajo nimere de

bovinos machos evaluados.

34



Cu@% Evaluaciéon de la asociacion de las variables estudiadas a la infeccion

ca por A. marginale en bovinos de la subregién Sierra de Tabasco.
Vari ; PCR+ PCR- Total Prevalencia OR IC (P<0.05)
Tipod uccién
Carneeé&/‘ 102 30 132 77.27% 1.81 0.87-3.76
Leche d\ . 30 16 46 65.21%  0.55  0.26-1.16
Orografia /

Zona alta :Q 92 30 122 75.40% 1.2 0.6-2.49

Zona baja Og 16 56 71.42% 081  0.4-1.66
Género ‘/\
Hembras 126 45 168  73.21% 03  0.03-2.46
Machos 9 (9‘1 10 90% 329  0.4-26.72
Frecuencia de bafios /‘
1 por mes 34 Q;; 44 77.27% 1.2 0.56-2.78
134  73.13% 0.8  0.35-1.78

2 por mes 98 36
OR: Odds Ratio, IC: Intervalo on_fian!zy

Las especies A. centrale, A. p@ytop%x A. bovis no fueron detectadas
mediante las pruebas de PCR realiz @en e ente estudio en ninguna de la

ocho UPP. O 50

C%,O
O

.
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Fig 2. Gel de agarosa. Se observa el producto de la electroforesis en el
diagnostico de Anaplasma marginale.

De y‘ species de Babesia investigadas tanto B. bovis como B. bigemina

fueron ide das, ambas con una prevalencia general de 11.23% (20/178).

Muestras Ws‘placas de gel de agarosa obtenidos de la electroforesis del
diagnostico de @; y B bigemina se muestran en la figura 3 y figura 4,
respectivamente. @

Figura 3. Gel de agarosa. Se observa el product la electroforesis en el
diagnéstico de Babesia bovis.

Dentro de los resultados resalta la asociacion elevadaa:e imales infectados
en ranchos donde solo se efectiia un solo bafio garrapaticidaé&s (OR= 13.34),
aunque las demés variables no presentaron valores de OR qu rep)\senten una

>
6%
@
O

mayor probabilidad de infeccion.

.
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Figura 4. Gel de agarosa. serva el producto de la electroforesis en el

o

En el Cuadro 5, se puede obse la asociacion de las variables estudiadas
con la presencia de animales do&VB. bovis.

diagnaostico de Babesia bigemin

-
Cuadro 5.- Asociacion de las va%g es%?qas a la infeccion causada por B.
r

bovis en bovinos de la subregién Si ;de T .

Q__ A

Variable PCR+ PCR- ‘@l Preyge\ncia OR IC (P< 0.005)
Tipo de produccion . V.
Carne 16 116 132 12.12 1.44 0.45-4.57
Leche 4 42 46 8.69% @ 0.69 0.21-2.1
Orografia
Zona alta 20 102 122 16.39% Oé -
Zona baja 0 56 56 0% - )\ -
Geénero
Hembras 19 149 168 11.3% 1.14 -9.56
Machos 1 9 10 10% 0.87 : .26
Frecuencia de bafios @
1 por mes 15 29 44 34.09% 13.34 4.48-39.66
2 por mes 5 129 134 3.73% 0.07 0.02-0.2

3

OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianza.
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con respecto a la infeccion causada por B. bigemina en los animales
estudiados, resalta una mayor asociacion en animales criados bajo el sistema de
produceibn. de carne y en aquellos que pertenecen a zonas altas. Los resultados
de prevalencia y asociacion de variables con la infeccion de B. bigemina en los

bovinos estudiados puede observarse en el Cuadro 6.

La variable tipe’de garrapaticida que se emplea en cada UPP fue encuestada
durante el presente.estudio. Sin embargo, fue descartada debido a que en todas
se emplea amitraz comorsustancia activa (solo una de las UPP emplea el amitraz
combinado con cumafés). Por,lo cual, practicamente en todas las UPP el uso de
amitraz es comun y no existe otra familia de garrapaticida con la cual puedan
compararse los resultados ©btenidos. Similarmente, la variable edad fue
descartada debido a que en muches animales esta variable no era conocida de
acuerdo a los registros de los ganaderos. En las UPP donde el dato existia se
observo demasiada variabilidad/por lo que.se formarian muchos grupos con pocas

repeticiones y se decidio no incldirla-en los analisis estadisticos.

Cuadro 6.- Asociacion de las variables estudiadas a la infeccion causada por B.
bigemina en bovinos de la subregién Sierta de Tabasco.

Variable PCR+ PCR- Total Prevalencia OR IC (P< 0.005)
Tipo de produccién
Carne 17 115 132 12.87% 2.11 0.59-7.59
Leche 3 43 46 6.52% 0.47 0.13-1.69
Orografia
Zona alta 17 105 122 13.93% 2.8 0.80-10.19
Zona baja 3 53 56 5.35% 0.34 0.09-1.24
Género
Hembras 17 151 168 10.11% 0.26 0.06-1.11
Machos 3 7 10 30% 3.8 0.89-16710

Frecuencia de bafios
1 por mes 0 44 44 0% - -
2 por mes 20 114 134 14.92% - -

OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianza.
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5. DISCUSION.

La anaplasmosis bovina es considerada endémica en Meéxico y se ha
demostrade mediante diagnostico seroldgico que mas del 50% de los bovinos de
las zonas tropicales y subtropicales se encuentran infectados (Rodriguez et al.
2009). Estudios previos de prevalencia molecular de A. marginale mediante PCR
en bovinos de Veracruz reportaron 69.2% de prevalencia (Cossio-Bayugar et al.
1997) y la seroprevalencia reportada en el estado de Yucatan fue de 69.75%
(Rodriguez-Vivas et al’ .2004), lo cual coincide con lo encontrado en el presente
estudio. Otro reporte mediante la evaluacion empleando PCR indica 100% de
prevalencia en un hato de Nayarit y 36% de prevalencia en un hato de Jalisco
(Castafieda-Ortiz et al. 2015). {Datos reportados indican que en ganado criado en
Colombia la prevalencia detectada mediante PCR se encuentra alrededor de 55%
(Jaimes-Duefiez et al. 2018). Ademas, los estudios filogenéticos de las cepas
localizadas en Colombia mostraron una_relacion cercana con cepas Mexicanas,
Venezolanas y Brasilefias, con l0_gue puedesdemostrarse que este patdgeno tiene
una amplia distribucién en el continente americano y las cepas muestran un
genoma conservado especialmentes’entre las .cepas mexicanas y brasilefias

(Martinez-Ocampo et al. 2020).

En cuanto a los factores asociados a la infeccién”de' A. marginale en ganado
de la subregion Sierra de Tabasco, se determind que “el.ganado criado para la
produccion de carne present6 casi dos probabilidades mas'de_ser infectado que el
ganado para produccién de leche, y los machos presentaron-tres veces mas
probabilidades de ser infectados que las hembras. Sin embargo, el bajo nimero
de machos muestreados podria estar afectando este resultado, que debera ser
evaluado con un mayor numero de animales en futuros estudios. Al respecto los
factores asociados en UPP de Yucatan fueron mantener cargas mayoreSya un
animal por hectarea (OR=10.94) y el uso de piretroides (OR= 3.8), mientrasique la
frecuencia de los bafios de inmersion, y el uso de instrumentos veterinarios cono
agujas, tatuadoras, descornadoras y guantes no fueron asociados a la infeccion

causada por A. marginale (Rodriguez-Vivas et al. 2004). Similarmente, el tipo de
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produccion para carne y la estacion humeda fueron los factores asociados a la
infeeeibn en bovinos de Colombia (Jaimes-Duefez et al. 2017). Se ha determinado
que A« marginale es transmitida por Dermacentor andersoni, Dermacentor
variabilis §.-especialmente, por Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Brayton
2012). No ‘obstante, las moscas de establo Stomoxys calcitrans alojan A.
marginale y al parecer son un vector mecanico en establos libres de garrapatas
favoreciendo la Cireulacion y mantenimiento del microorganismo en los hatos
(Bautista et al. 2018).

A pesar que A. centrale, A. phagocytophilum y A. bovis han sido reportadas en
rumiantes de varias partes del mundo (Kawahara et al. 2006; Ybafiez e Inokuma
2016), estas no fueron detectadas mediante las pruebas de PCR realizadas en el

presente estudio en ninguna de las_ ocho UPP estudiadas.

Por otra parte, la babesiosis bovina ha sido detectada desde 1980 mediante
observacion microscépica de extensiones'sanguineas (Thompson et al. 1980). Los
trabajos de investigacion y controlvde enfermedades transmitidas por garrapatas
en la frontera de México y los EstadossUnidos de Norteamérica han enfocado sus
esfuerzos en el control de la babesiosis’_bovinay han logrado identificar que el
venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) juega un papel importante en la
dispersion de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) annulatus and Rhipicephalus
(Boophilus) microplus y la transmision de B. bovis, B?_bigemina en esta zona
fronteriza. Asi también, el ganado extraviado de origen mexicano capturado
cruzando hacia el sur de Texas ha sido monitoreado mediantesla.técnica de PCR y
ha sido reportado como portador de B. bovis, B. bigemina y Borrelia theileri
(Scoles et al. 2021). En el sureste del pais ha sido reportada seroprevalencia
elevada de B. bovis y B. bigemina en ganado de Yucatan (Ramirez et.al. 1998).
Sin embargo, a pesar de que muchas publicaciones mencionan indirectamente
que la prevalencia de B. bovis y B. bigemina es elevada en México (Genis ‘et al.
2008; Genis et al. 2009; Esteve-Gasent et al. 2020), dato que es popularmente
conocido entre criadores de ganado y veterinarios, a la fecha no se encuentran

publicaciones en revistas cientificas de alto impacto, estudios en los cuales se
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indiguen datos como la prevalencia, factores asociados o de riesgo, vectores
reconocidos y demas factores epidemiologicos que rodean a estas infecciones,
principalmente, mediante el uso de técnicas moleculares. En paises como Brasil
existen estudios de identificacion molecular tanto de B. bovis como de B.
bigemina, repoertando prevalencias de 29% y 16%, respectivamente (Vieira et al.
2019). En Colombia, se han registrado prevalencias de 13.8% para B. bovis y

31.5% para B. bigemina (Jaimes-Duefiez et al. 2017).

Los factores evaluades en el presente estudio para determinar una posible
asociaciéon con la infeccion ,por B. bovis no resultaron con una asociacion
significativa a excepcion de da variable “frecuencia de bafo garrapaticida una vez
al mes”. Sin embargo, poSiblemente los bafios garrapaticida se hayan
incrementado en esas UPP en Consecuencia del incremento en la presencia de
garrapatas. Para el caso de B. bigemina los animales ubicados en UPP de zonas
altas y dedicadas a la produccion de..carne presentaron dos veces MAas
posibilidades de contraer la infeceiébn. En_un estudio de seroprevalencia de B.
bovis en ganado de Yucatan se reporté una mayor probabilidad de infeccion en
bovinos que reciben bafios de inmersién.con un periodo mayor a 60 dias (Solorio-
Rivera et al. 1999). Sin embargo, en Malasia se reportdé que la raza, la edad, el
estadio fisioldgico, y el rango de infestacion de..garrapatas fueron factores

asociados a la infeccion de B. bigemina (Ola-Fadunsin et al. 2021).

Algunos de los factores estudiados en el presente estudio difieren de los
reportados en otras partes del mundo y desafortunadamente en_México no existen
mas estudios epidemiologicos que hayan determinado los factores asociados a la
infeccion de B. bovis y B. bigemina en el pais. Por lo tanto, futuroS estudios mas
amplios, incluyendo mas areas geogréficas del estado de Tabasco y delgais, asi
como la inclusién de un mayor nimero de animales y factores de estudiodeberan
ser abordados a fin de mejorar el entendimiento de la epidemiologia de| estas

infecciones que afectan al ganado bovino.
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El presente estudio es el primer reporte de la presencia de A. marginale, B.
bovis+y B. bigemina en la subregion Sierra del estado de Tabasco. Las especies A.
centraley” A. ‘phagocytophilum y A. bovis reportadas en otras partes del mundo no

fueron encontradas en los animales muestreados.
6. CONCLUSIONES.

La Unica espeCielde Anaplasma encontrada en el presente estudio fue A.
marginale con una prevalencia de 74.15%. Las especies de B. bovis y B. bigemina
se encontraron ambas-con 11.23% de prevalencia. Los factores asociados
deberan ser estudiados mas ampliamente para poder definir su asociacién a cada
una de las infecciones. Las eSpeecies A. centrale, A. phagocytophilum y A. bovis no

fueron encontradas en el presente‘estudio.
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