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Resumen

Anaplasma marginale es una bacteria perteneciente al género de las rickettsias del genogrupo
Il de las Ehrlichias, que parasita los eritrocitos maduros del ganado bovino y causa severas
pérdidas econdmicas fundamentalmente en las zonas tropicales y subtropicales. Para establecer
un programa de manejo de la enfermedad en las producciones ganaderas, es necesario tener
conocimiento de la prevalencia, vectores e identificacion del patégeno causal. Con el objetivo
de evaluar la prevalencia de Anaplasma marginale en una finca en el departamento de El
Paraiso, Honduras, se analizaron muestras de sangre de 37 animales, a través de un andlisis
microscopico (frotis sanguineo) y, se colectaron garrapatas de los animales muestreados.
Adicionalmente se realizaron pruebas moleculares para la identificacion del patégeno a nivel de
especie. La prevalencia estimada fue de 51%, identificando dos especies de garrapatas,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini) (84.21%), Amblyomma cajennese (Fabricius)
(15.79%). Mediante pruebas moleculares se determind que el patdgeno presente en la finca
muestreada es Anaplasma marginale.

Palabras claves: andlisis microscépico, estabilidad zoonética, garrapatas, prevalencia,

pruebas moleculares.



Abstract

Anaplasma marginale is a bacterium belonging to the genus Rickettsiae of genogroup Il of the
Ehrlichias, which parasitizes mature erythrocytes of cattle and causes severe economic losses
mainly in tropical and subtropical zones. To establish a disease management program in
livestock production, it is necessary to have knowledge of the prevalence, vectors, and
identification of the causal pathogen. With the aim of evaluating the prevalence of Anaplasma
marginale in a farm in the department of El Paraiso, Honduras, blood samples from 37 animals
were analyzed through a microscopic analysis (blood smear). Ticks were also collected from the
sampled animals. Additionally, molecular tests were performed to identify the pathogen at the
species level. The estimated prevalence was 51%, identifying two tick species, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Minning) (84.21%), Amblyomma cajennese (Fabricius 1787) (15.79%).
Through molecular tests it was determined that the pathogen present in the sample farm is
Anaplasma marginale.

Keywords: microscopic analysis, molecular testing, prevalence, ticks, zoonotic stably.



Introduccion

La anaplasmosis bovina es una enfermedad hemolitica causada por una bacteria Gram
negativa, Anaplasma marginale, (Rickettsiales: Anaplasmataceae). Anaplasma marginale fue
descubierta por Theiler en 1910. Inicialmente, Theiler lo clasificé como un protozoario, de ahi el
nombre de Anaplasma, al estar desprovisto de citoplasma y marginale por su ubicacidon
periférica en el eritrocito. Trabajos realizados Kreier y Ristic (1972), con la coloracién de Gram,
sefialaron que era una bacteria y no un protozoario, lo cual fue aceptado en el documento
clasico de las bacterias, el manual Bergey (1984) (Dumler et al. 2001).

Los eritrocitos son el Unico punto de infecciéon de A. marginale en los bovinos; dentro
de estas células, las inclusiones unidas a la membrana contienen de 4-8 rickettsias, donde un
70% o mas eritrocitos pueden salir afectados por una infeccidn aguda (Ristic et al. 1968). Una
vez infectado, el ganado puede permanecer toda la vida como portador, y la identificacion
depende de la deteccion de anticuerpos especificos mediante pruebas seroldgicas, o del ADN
de las rickettsias mediante técnicas de amplificaciéon (Boone et al. 2012). La actividad de A.
marginale dentro del eritrocito, origina una cantidad de cambios en la membrana del glébulo
rojo que son en buena parte responsables de la respuesta autoinmune del animal con
anaplasmosis (Lesseur et al. 1992).

La anaplasmosis se presenta con una marcada anemia hemolitica, altos niveles de
rickettsemia, disminucidén del peso, aborto y en muchos casos, la muerte en animales de mas de
tres afnos (Blanco Martinez et al. 2015). Cuando un animal mayor de un afio se infecta por
primera vez, la manifestacion clinica es inminente y mientras mas edad tenga, mds grave serd la
enfermedad (Radostits et al. 2006). Otros signos que se pueden presentar son, dafos en la piel
por accion de las picaduras, pérdida de sangre, debilitamiento, estrés, disminucion en la
produccion de leche y menor eficiencia reproductiva del hato (Fernandez-Salas et al. 2012). La

enfermedad clinica es mas notable en bovinos, pero otros rumiantes que incluyen bufalo de



agua, bisonte, antilope africano, y ciervo se pueden convertir en persistentemente infectados
con Anaplasma (Rajput et al. 2005).

La enfermedad suele transmitirse por garrapatas, pero también puede producirse una
transmisién mecdnica por picadura de insectos o por agujas (OIE 2014). Entre los vectores
artrépodos estan algunos géneros de garrapatas, principalmente Boophilus y Dermacentor
(Sauer y Hair 1986); (Zaugg et al. 1986); (Potgieter et al. 1983), Stomoxys calcitrans (Linnaeus,
1758) (Yeruham y Bravermna 1981) y Los mosquitos Siphona spp. y Psophona spp.; y tabanos
del género Tabanus (Ristic et al. 1968).

En el caso de las garrapatas, estas adquieren el agente al alimentarse de animales que
se encuentran en la fase aguda de la enfermedad y aun quizas en la fase subclinica; dentro del
vector, la bacteria pasa del intestino a las glandulas salivales transmitiéndose a un nuevo
hospedero cuando la garrapata se alimenta nuevamente (Harrus et al. 1998). Una garrapata
adulta puede sobrevivir hasta 568 dias sin alimentarse y posee la capacidad de transmitir el
agente hasta 155 dias pos-infeccién (Harrus et al. 1998). Un estudio de experimentos de
transmisién presenta una lista de hasta 19 garrapatas diferentes capaces de transmitir
experimentalmente A. marginale, Argas persicus (Oken), Ornithodoros lahorensis (Neumann) ,
Boophilus annulatus, (Packard), B. calcaratus (Lahille), B. decoloratus (Stiles & Hassall) B.
microplus (Minning), Dermacentor albipictus (Packard), D. andersoni (Stiles), D. hunteri
(Bishopp), D. occidentalis (Marx), D. variabilis (Say), Hyalomma excavatum (Koch), H. rufipes
(Koch), Ixodes ricinus (Linnaeus), I. scapularis (Say), Rhipicephalus annulatus (Say), R. bursa
(Canestrini y Fanzago), R. calcaratus (Birula), R. decoloratus (Koch), R. evertsi (Neumann), R.
sanguineus (Latreille) y R. simus (Koch). Rhipicephalus microplus es la garrapata que mas
repercute en Centroamérica, Africa y Asia, con mayor incidencia en el corredor biolégico del
caribe (Guglielmone et al. 2006) y es quizas el vector mas importante en las regiones tropicales

y subtropicales del mundo (Stiller et al. 1989).



La presencia de esta enfermedad dentro de explotaciones ganaderas significa pérdidas
econdmicas en el contexto mundial de hasta 2.5 billones de ddlares (Vecino et al. 2014). La FAO
sefiala que para el aifo 2030 el consumo total de la carne se incrementard un total de 32% y el
consumo de la leche un 42% (Food and Agriculture Organization 2009).

Para la deteccidn de anticuerpos de A. marginale, la fijacion del complemento fue muy
utilizada hasta hace unas décadas (Corona Gonzalez et al. 2014). La aglutinacion en tarjeta, la
inmunofluorescencia indirecta, y las pruebas ELISA son las mas utilizadas para la deteccidn de
anticuerpos, pero muchas de estas técnicas utilizan antigenos crudos, contaminados con
membranas del eritrocito, lo que da como resultado un nimero elevado de falsos negativos
cuando se analizan animales persistentemente infectados (Rajput et al. 2005).

El sector agropecuario es importante para la economia de Honduras; este representa el
12.9% del Producto Interno Bruto (PIB), el 35.6% del valor total de las exportaciones del pais, y
emplea al 35% de la poblacién econémicamente activa. El sector agropecuario también juega
un papel esencial en la reduccion de la inseguridad alimentaria y nutricional. Un total de 1.2
millones de personas, el 11% de la poblacidn total, se encuentra en situacién de malnutricidn
(Derlagen et al. 2019). La tasa de mortalidad bovina en Honduras esta arriba de los pardmetros
establecidos por problemas de manejo y sanidad del ganado nacional (Leiva 2015)

Desafortunadamente, en Honduras aun no se cuenta con informacion sobre la
prevalencia de A. marginale dentro de las producciones ganaderas, actualmente los dos Unicos
datos existentes sobre la presencia de la bacteria son proporcionados por la Federacidon Nacional
de Ganaderos de Honduras (FENAGH) y por investigacidn realizada en Zamorano, con fincas
seleccionadas en el departamento de Choluteca, donde se encontré en porcentaje de
prevalencia de 83.84% en los 270 bovinos muestreados (Padilla, Tesis sin publicar).

Para establecer un programa de manejo de la enfermedad en las producciones
ganaderas, es necesario tener conocimiento de la prevalencia, vectores e identificacién del

agente causal. Para evaluar los parametros antes mencionados se establecieron los siguientes



objetivos en la investigacion: determinar la presencia y prevalencia de A. marginale en una finca
de ganado bovino en el departamento de El Paraiso, mediante prueba convencional de frotis
sanguineo; identificar las especies de garrapatas involucradas en la transmision de A. marginale;

e, identificar el agente causal mediante técnicas moleculares.



Materiales y Métodos

Localizacién Experimental

El estudio se realizé en el departamento de El Paraiso, Honduras en marzo del 2022. En
una finca de ganado bovino lechero ubicada en la aldea El Pataste, perteneciente al municipio
de Danli. (Figura 1). La finca estd ubicada entre los 14.09358¢ latitud norte y 86. 665292 latitud
oeste. La aldea cuenta con una altitud media de 855 msnm., temperatura y humedad relativa
media anual de 212C — 322C y respectivamente, con una precipitacién anual de 85.75mm.
Figura 1
Ubicacion de la finca en la aldea El Pataste, perteneciente al departamento de El Paraiso,

Honduras
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Tamafio de Muestra

La finca donde se realizé el estudio cuenta con una poblacidn total de 130 bovinos, en
el cual se muestrearon un total de 37 individuos, una muestra que representa un total del 28%

de los bovinos ubicados dentro de la finca.



Metodologia de Muestreo

Para la seleccion de los 37 individuos se consideraron los factores de edad y la raza. De
cada animal se recolectaron 3 mL de sangre y cinco garrapatas. Las edades de los animales
muestreados fueron seleccionados entre un rango de: 1) 1-2 afios, 2) > a 2 afios. Todas las razas

seleccionadas para la investigacion fueron encastes.

Extraccidon de Muestras de Sangre

La extraccién de sangre de los bovinos se realizd mediante una puncién en la vena
coccigea, utilizando jeringas de 5 mLy 10 mL respectivamente, se recolectd un volumen total de
3 mL por cada muestra. Las muestras de sangre fueron almacenadas en tubos vaccutainer de 5
mL con anticoagulante EDTA k3. Posteriormente los tubos fueron rotulados con el nimero del
animal muestreado y almacenados en una nevera a una temperatura entre 4-7 °C hasta su

traslado al Laboratorio de Entomologia de |la EAP, para su posterior andlisis.

Extraccidon de Garrapatas

La extraccion de las garrapatas se realizé mediante una pinza metalica; se recolectaron
cinco garrapatas por animal. No se considerd el lugar de extraccidén de las garrapatas. Las
garrapatas fueron depositadas en tubos con alcohol al 70 % para su preservacidn, previamente
rotulados con el numero del animal y almacenados en cajas para su traslado al Laboratorio de

Entomologia de EAP para su identificacion.

Analisis Epidemiolégico e Identificacion de Garrapatas

Las muestras de sangre recolectadas de los bovinos fueron refrigeradas hasta el
momento de realizar los andlisis, 24 horas después de su recoleccion. Mediante un examen
microscopico de frotis sanguineo, se determind la presencia de los cuerpos de inclusion
intracelulares en los eritrocitos de la sangre de los bovinos, este examen fue realizado en el

Laboratorio de Entomologia de la EAP.



Realizacion del Frotis

Se utilizaron las muestras de sangre recolectadas del ganado bovino, estas
fueron almacenadas en tubos con anticoagulante y trasladadas bajo refrigeracion. Para la
realizacidn del frotis, se utilizé una gota fina de sangre y dos portaobjetos. La gota fue colocada
sobre un portaobjeto vy, se realizé el extendido de la sangre sobre la superficie con un segundo
portaobjetos inclinado a un angulo de 45°. Las muestras se dejaron secar al ambiente durante
una hora, seguido de esto, fueron teiiidas con tincién de Wright y se dejaron secar durante 10
minutos. Posteriormente, fue aplicado un buffer a las muestras y se dejaron secar durante 10
minutos, seguido de esto, se lavaron las muestras con agua potable para retirar el restante de
tincion. Las muestras fueron colocadas sobre papel toalla, para retirar las gotas de agua restante
y posteriormente fueron analizadas. Las muestras se observaron en un microscopio a 100x,
agregando una gota de aceite de inmersion sobre la muestra. Fue objetivo observar la presencia
de cuerpos de inclusidn intracelulares en la zona periférica de los glébulos rojos de la sangre
bovina.
Calculo de Prevalencia

Se obtuvo el porcentaje de prevalencia por medio de la siguiente ecuacién [1].

Numero de muestras positivas

Prevalencia (%) = = 100% [1]

Numero total de muestras

Identificacion de Garrapatas

Las garrapatas colectadas de los animales muestreados se identificaron con la ayuda de
un estereoscopio. Las caracteristicas utilizadas para su identificacion fueron: escutelo, aparato
bucal (hipostoma), festones, surcos marginales, placas ventrales y base del capitulo. Se definié
el sexo, la familia, el género y la especie para su correcta identificacion, esta actividad se realizé

con las claves de Egizi et al. (2019).



Procedimiento y Preparacion para la Extraccion de ADN de las Garrapatas

Se utilizaron equipos y materiales para la extraccién de ADN de las garrapatas, los cuales
fueron provistos por el Laboratorio de Fitopatologia, diagndstico y analisis de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano (Cuadrol).
Cuadro 1
Materiales y Equipos de laboratorio utilizados para la extraccion de ADN de garrapatas

provenientes de una finca bovina en El Paraiso, Honduras.

Materiales Equipo
Etanol al 100% Microcentrifuga capaza de al menos 14,000 rpm
Isopropanol al 100% Tubos de microcentrifuga sin nucleasa (1.5 mL)

Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
Acetato de Sodio (3M)

Protocolo de Extraccion de ADN

Para la realizacion del protocolo de extraccién de ADN de las garrapatas, su emplearon
las muestras que habian sido almacenadas a una temperatura de 4 °C. Unicamente fueron
seleccionadas las garrapatas que habian sido recolectadas de los animales que mediante los
frotis sanguineos mostraron cuerpos de inclusién en la periferia de los eritrocitos. Se selecciond
el método de extraccion para insectos que fue provisto por el kit E.Z.N.A.® Insect DNA Kit.

Para la extraccion del ADN fue necesario romper los tejidos de las muestras, para esto,
las garrapatas fueron pulverizadas con nitrégeno liquido en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL.

Se Agregaron 350 pL de CTL Buffer y 25 uL de solucidn de proteinasa K y se colocaron
en el disruptor durante 20 segundos. Seguido de esto, las muestras se incubaron en un bafo
maria a 65 °C por un periodo de tiempo de 30 minutos o hasta que la muestra se solubilizara
completamente. Se agregaron 350 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se colocaron en

el disruptor durante 20 segundos para su correcta mezcla.



Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante dos minutos
a una temperatura de 4 °C. Después del centrifugado, las muestras se dividieron en tres zonas,
el sobrenadante, la capa divisoria y la parte lechosa. El sobrenadante fue transferido a un tubo
de microcentrifuga limpio de 1.5 ml, evitando contaminar la fase acuosa con la fase lechosa, que
contiene inhibidores y contaminantes. Se agregd un volumen de BL Buffer igual al volumen de
sobrenadante obtenido en cada muestra y 2 uL de RNAsa, posteriormente las muestras fueron
colocadas en el disruptor a maxima velocidad durante 15 segundos.

Las muestras fueron incubadas a 65°C durante 10 minutos. Se agregd un volumen de
etanol al 100 % igual al volumen de sobrenadante obtenido de cada muestra y se colocaron en
el disruptor a méxima velocidad durante 15 segundos. Se inserté una mini columna de ADN
HiBind® en un tubo de recogida de 2 ml. Se prosiguié con el protocolo para el equilibrio de
columnas, agregando 100 pl de Acetato de Sodio 3M a la mini columna de ADN HiBind® y se dejo
reposar durante cuatro minutos.

Las muestras fueron centrifugadas a maxima velocidad durante 20 segundos, el filtrado
obtenido fue desechado y se reutilizo el tubo de recoleccién. Los volimenes de listado aclarado
de cada muestra fueron transferidos a la mini columna de ADN HiBind®. Estas muestras fueron
centrifugadas a maxima velocidad durante un minuto, se deseché el filtrado obtenido y se
reutilizd el tubo de recoleccion. Se agregaron 500 pL de HBC Buffer, se centrifugd a maxima
velocidad durante 30 segundos y se deseché el filtrado. Se agregaron 700 uL de Buffer de lavado
de ADN, se centrifugd a maxima velocidad durante un minuto y se desechd el filtrado. Se
centrifugd la mini columna HiBind® DNA vacia durante 2 minutos a velocidad maxima para secar
la matriz de la columna.

Se transfirid la mini columna de ADN HiBind® a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5
ml y se agregaron 50 pL de Buffer de elucidon, directamente al centro de la membrana de la
columna. Las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos y se

centrifugaron a maxima velocidad durante 1 minuto. Se estimé un paso del 70% de ADN con



este Ultimo paso, por consiguiente, se realizé una segunda elucidn para asegurar el paso del 30%
de ADN restante, obteniendo un volumen de elucién total de 50 pL. Como ultimo paso, el ADN
obtenido fue almacenado a -20°CCuantificacion de ADN en espectrofotometro UV-Vis
NanoDrop® ND-1000.

Para cuantificar la concentracion de las muestras de ADN, se hizo uso de un
espectrofotometro UV-Vis NanoDrop® ND-1000 provisto por el Laboratorio de Fitopatologia,
diagnéstico y analisis de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Se utilizo el programa de
software Nano Drop 1000 3.7, para operar el espectrofotémetro, utilizado el modelo de Nucleic
Acid para realizar la cuantificacién del ADN. Se utilizaron volimenes de 2 L para cada muestra,
la cuantificacidn se realiz6 para estimar dos factores: 1) La concentracién de ADN en ng/uLy 2)
la pureza de los acidos nucleicos, utilizando una relaciéon de absorbancia 260/280 nm.
Medicion de la Calidad del ADN mediante Electroforesis

Para la medicidon de calidad de ADN, se utilizd la técnica de electroforesis. Para la
realizacidn de esta practica se prepard un gel de agar al 1%.

Primers utilizados para el Proceso del Termociclador

Se emplearon iniciadores de la casa comercial Integrated DNA Technologies, esperando
la amplificacidn del fragmento de 18-25 bases nitrogenadas (Cuadro 2). Estos iniciadores fueron
provistos por el Laboratorio de Fitopatologia, Diagndstico e Identificacién de la Escuela Agricola

Panamericana Zamorano.



Cuadro 2

Especificidad de los cebadores, gen, sentido, secuencia y referencia utilizados para la deteccion
del gen mspl 6 en el ADN extraido de las garrapatas provenientes de la finca bovina de El

Paraiso, Honduras.

Especificidad de Gen Sentido Secuencia Referencia
mspl Directo  5’- CCATCCTCGGCCGTATTCCAGCGCA- Molad et al,
A. marginale B 3 2006
mspl  Inverso  5’-CTGCCTTCGCGTCGATTGCTGTGC-3’
B

Preparacion de Master Mix (1X) (PCR convencional)

El master mix fue realizado utilizando concentraciones convencionales para la
realizacién de una PCR, agregando esta master mix a las 19 muestras de ADN, las cuales fueron
introducidas a un termociclador con un perfil térmico especifico para su reaccion (Cuadro3).
Cuadro 3
Reactivos utilizados para la preparacion del Master Mx (uL = microlitros), para la amplificacion

de los cebadores AMLA-B3 Ry AMLA-F3 F en electroforesis.

Reactivos Cantidades (pL)
H,O PCR 6.7
DNA 6
Buffer PCR 10X 2
DNTP’s 2
MgCl2 1
Primer F 1
Primer R 1
Taq Polimerasa 0.3

Volumen total 20



Preparacidn del Termociclador para el Analisis PCR
Se utilizo el perfil térmico mencionado en investigaciones por Khumalo (2012) (Cuadro 4).
Cuadro 4

Perfil térmico utilizado en el termociclador (temperatura y tiempo)

Pasos Temperatura/tiempo
1) Desnaturalizacion inicial 95°C /1 minuto
2) Desnaturalizacion 95°C / 30 segundos
3) Anillamiento 55°C /1 minuto
4) Extension 72°C /1 minuto
5) 40 ciclos Desnaturalizacion del paso 2)
6) Extension final 72°C / 7 minutos
7) Retencion final 4°C

Preparacion de Electroforesis

Se agregd un volumen de 20 mL de Buffer TAE 50X a una probeta de 1 litro, se aforé con
agua destilada, obteniendo una concentracién de 1X TAE. Seguido de esto, se extrajeron 150 mL
de la solucién realizada y se depositaron en un Erlenmeyer. Se agregaron 1.5 g de agarosa al 1%
en 1X TAE y se calentaron al microondas durante tres minutos. Posteriormente, se agregd un
volumen de 7.5 puL de bromuro de etidio y se dejo reposar dentro de una cdmara extractora. Se
prepard el recipiente acrilico para la posterior solidificacién de la solucion, luego de cinco
minutos la solucién fue colocada en el acrilico juntos con los peines para la realizacién de las
celdas. Se dejoé reposar durante 15 minutos hasta la solidificacidn de la solucién acuosa. Una vez
el agar solidifico la solucién, fue colocada en el acrilico para electroforesis. Se extrajo un volumen
de 4 plL de las muestras de ADN, estas fueron diluidas con 2 uL de Buffer de carga y colocadas
en cada celda respectivamente. Se establecié la electroforesis con un amperaje de 80 watts

durante una hora y 10 minutos. El gel fue observado bajo un transiluminador ultravioleta.



Resultados y Discusion

Se analizaron un total de 37 muestras de sangre bovina, las cuales fueron sometidas a
un analisis microscdpico para determinar la presencia de cuerpos de inclusién intracelulares de
Anaplasma (Figuras 2 y 3), 8 muestras fueron positivas (21%) y 29 muestras negativas (79%).
Figura 2
Observacion de frotis de sangre bovina extraida de la vena coccigea en microscopio a (100X),
donde se aprecian estructuras redondeadas de color rojo (eritrocitos), con ausencia de cuerpos

intracelulares en la periferia y una leve deformacion.



Figura 3
Observacion de frotis de sangre bovina extraida de la vena coccigea en el microscopio a (100X),

donde se aprecian estructuras redondeadas de color rojo (eritrocitos), con presencia de cuerpos

intracelulares en la periferia y una leve deformacion.
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Identificacion de Especies de Garrapatas

Se identificaron dos especies de garrapatas, Rhipicephalus B. microplus y Amblyomma
cajennense (Cuadros 5y 6). Rhipicephalus B. microplus (Figura 4) presenté 42 machos y 134
hembras, representando el 67% de las garrapatas, por otro lado, A. cajennense (Figura 5),

presento un numero total de 0 machos y 33 hembras, representando el 33% (Cuadro 7).



Cuadro 5

Caracteristicas morfoldgicas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Caracteristicas morfoldgicas Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Escutelo Ovalado y ancho en la parte anterior
Surcos marginales -
Aparato bucal (hipostoma) Palpos ligeramente mas cortos que el hipostoma
Festones Carencia
Base del capitulum Forma hexagonal
Placas ventrales Forma redonda u ovalada

Cuadro 6

Caracteristicas morfolégicas de Amblyomma cajennese.

Caracteristicas morfoldgicas Amblyomma cajennense
Escutelo Ornamentado
Surcos marginales Ausentes
Aparato bucal (hipostoma) Palpos largos y delgados; hipostoma largo
Festones Apice en los festones
Base del capitulum Sub —rectangular

Placas ventrales -

Cuadro 7

Especies de garrapatas identificadas, mostrando un total, porcentaje y distribucion de

hembras y machos en una finca del departamento de El Paraiso, Honduras.

Sexo
Especie de garrapatas Hembra Macho Total Distribucién (%)
R. microplus 134 42 176 84.21
A. cajennense 33 0 33 15.79

Distribucion (%) 79.9 20.1 100.0




Figura 4

A la izquierda vista dorsal de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se puede apreciar escutelo
presente solo en una porcion del dorso (hembra). A la derecha, vista dorsal de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, se aprecia la forma hexagonal de la base del capitulo, esta identificacion

se realizo mediante estereoscopio.

Figura 5
A la izquierda vista dorsal, se aprecia un escutelo ornamentado y a la derecha vista ventral, se
aprecia los festones ubicados en la zona posterior del dorso, Amblyomma cajennense (hembra),

esta identificacion se realizé mediante estereoscopio.




Medicion de la Calidad de ADN mediante Espectrofotémetro

Con el protocolo de extraccidn provisto por el E.Z.N.A.® Insect DNA Kit, se obtuvo una
media de calidad de 268.05 ng/uL, una minima de 2.72 ng/uL y una maxima de 1401.53 ng/ulL
(Cuadro 8).

Cuadro 8

Numero de muestra, concentraciones de ADN ng/ml y la pureza obtenida en muestras

extraidas de garrapatas de una finca en El Paraiso, Honduras.

Muestra Concentracion (ng/uL) Calidad (A260/280)
M 2 778.34 2.11
M3 1401.53 2.13
M5 3.76 2.22
M 4 5.32 1.74
M9 2.72 5.07
M 10 19.24 2.00
M 13 100.92 2.14
M 14 267.07 2.13
M 16 92.92 2.04
M 17 779.02 2.14
M 18 28.76 0.95
M 19 40.33 2.00
M 22 4.99 2.10
M 27 6.40 1.67
M 29 505.91 2.07
M 30 19.74 2.18
M 32 375.17 2.08
M 34 278.38 1.97
M 36 382.50 2.00

Medicion de la Calidad de ADN mediante Electroforesis
Al realizar la medicion de calidad mediante electroforesis se puede apreciar que no todas las
muestras realizadas obteniendo una buena calidad dado a que no todas las muestras corrieron

adecuadamente (Figura 6).



Figura 6
Observacion de electroforesis en transiluminador ultravioleta, para medicion de calidad del

ADN extraido de garrapatas provenientes de una finca bovina en El Paraiso, Honduras.
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Sensibilidad de Examen PCR

Los productos del termociclador fueron analizados en electroforesis con gel de agarosa
al 1% y una escalera de peso molecular de 100pb para ser observadas en transiluminador
ultravioleta (Figura 7)
Figura 7
Imagen en transiluminador ultravioleta, la flecha indica el fragmento (nimero de pares de
bases) donde amplificaron las muestras con la escalera molecular utilizada, siendo esta 600pb

para A. marginale.
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Validacién de Muestras en Transiluminador Ultravioleta
Las muestras positivas en el examen microscépico de frotis sanguineo fueron corridas
en el termociclador, procesadas en electroforesis y posteriormente observadas en el

transiluminador ultravioleta. Fue objetivo analizar las muestras amplificadas en banda de 600



pares de bases (pb), utilizando una escalera de peso molecular de 100 pb. en el transiluminador,
obteniendo un resultado de ocho muestras positivas para A. marginale, (M2, M3, M10, M16,
M17, M32, M34 y M27). Estos resultados son comparables con Coronay Martinez (2011), donde
su amplificacién del gen fue posible en todos los aislamientos de A. marginale probados,
apareciendo una banda de 653pb. De igual forma, los resultados se comparan con los obtenidos
por Corona et al. (2012), quienes mencionan que la identificaciéon de Anaplasma marginale fue

confirmada con la secuenciacidn de uno de los fragmentos de 345 pb amplificado.



Conclusiones

Se identificd que las garrapatas que afectan el hato ganadero son la Amblyomma
cajennense con un porcentaje de 15.79% y la R. (Boophilus) microplus con un porcentaje de
84.21%. De igual forma, se determinaron estas especies como principales vectores.

Como resultado de las pruebas moleculares realizadas en la garrapata, se logré
identificar el agente causal a nivel de especia, siendo esta A. marginale sefialada por los
iniciadores utilizados.

Se determind la presencia de A. marginale en la finca ubicada en el departamento de El
Paraiso, Honduras con una prevalencia del 21.6 % del hato ganadero, por lo que la finca es

considerada una zona enzodtica.



Recomendaciones

Evaluar la enfermedad dependiendo de la época del afio (lluvia o seca) para determinar
el porcentaje de incidencia en el ganado bovino segun el comportamiento del ectoparasito
hematdfago en los dos diferentes escenarios.

Recolectar un mayor nimero de garrapatas en el hato ganadero, para obtener una
mayor cantidad y mejor calidad de muestras extraidas de ADN.

Realizar una separacion de garrapatas a nivel de especie para identificar la garrapata

vector y mejorar resultados a nivel de control del espécimen.
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Anexos

Anexo A
Cdlculo de volumen final en diluciones realizadas para primers y DNTP’s utilizados en el proceso

del termociclador.
C1V1 =C2v2

c1v1
V2 = 7 [2]



Anexo B

Tubo de almacenamiento (15ml) para garrapatas con alcohol al 70%.




Anexo C

Observacion de un tubo de microcentrifuga, se aprecia la division de las tres zonas luego de la

centrifugacion.




Anexo D

Extraccion de sangre de la vena coccigea (vena caudal).
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Anexo E

Extraccion de garrapatas.




