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RESUMEN

La piroplasmosis equina (PE) es una enfermedad de los équidos, incluidos caballos,
burros, mulas y cebras; causada por los protozoarios intraeritrociticos Babesia caballi,
Theileria equi y, la mas recientemente descrita, Theileria haneyi. Esta enfermedad es
transmitida por diversas especies de garrapatas ixodidas. El ciclo de vida de estos parasitos
comprende etapas de desarrollo en la garrapata. Estas incluyen el desarrollo sexual, llamado
gametogonia, que ocurre dentro del intestino de la garrapata y la fase asexual, llamado
esporogonia, que se lleva a cabo en las glandulas salivales de la garrapata. Este proceso es
esencial para que una garrapata sea considerada un vector competente. Para conocer si la
garrapata Amblyomma mixtum funge como vector para Babesia caballi se desarrolld el
presente estudio donde se llevd a cabo un muestreo en Vega de Alatorre, Veracruz, para la
obtencion de garrapatas 4. mixtum. Una vez obtenidas e identificadas taxonémicamente, se
separaron en grupos de 20 garrapatas semi repletas y 8 repletas. Las garrapatas semi repletas
fueron disectadas para la obtencion de glandulas salivales y ovarios. Se extrajo ADN el cual
fue utilizado para la identificacién de material genético de B. caballi por medio de PCR
anidada (nPCR). Las garrapatas repletas se mantuvieron en incubadora con ambiente
controlado durante 2 semanas, para la obtencion de huevos. Los huevos se mantuvieron en
incubacion bajo ambiente controlado durante 7 semanas, para la obtencion de larvas. Una
vez eclosionadas, las larvas obtenidas fueron utilizadas para la extraccion de ADN,
posteriormente, esté fue utilizado para la deteccion de material genético de B. caballi por
medio de nPCR. Los resultados obtenidos fueron negativos en todos los experimentos
realizados. En conclusion, las garrapatas 4. mixtum analizadas que se encuentra en Vega de
Alatorre, Veracruz parasitando équidos no contiene material genético de B. caballi en los
organos necesarios para la transmision de este agente. Este trabajo plantea la necesidad de
desarrollar un estudio con una infeccidn controlada, utilizando la misma técnica de deteccion
de material genético en glandula salival y ovarios para determinar si A. mixtum es un vector

competente.

Palabras clave: Piroplasmosis equina, Amblyomma mixtum, Babesia caballi, competencia

vectorial, garrapatas, glandula salival, ovarios, esporogonia, transmision.



ABSTRACT

Equine Piroplasmosis (EP) is a disease affecting equids, including horses, donkeys,
mules, and zebras. It is caused by intraerythrocytic protozoa Babesia caballi, Theileria equi,
and the more recently described Theileria haneyi. These parasites are transmitted by various
species of ixodid ticks. The life cycle of these parasites includes developmental stages in the
tick. These stages include sexual development, known as gametogony, which occurs within
the tick’s intestine, and the asexual phase, known as sporogony, which takes place in the
tick’s salivary glands. This process is essential for a tick to be considered a competent vector.
In order to find out if the Amblyomma mixtum tick acts as a vector for Babesia caballi, this
study was developed in Vega de Alatorre, Veracruz, where specimens of 4. mixtum were
collected. Once obtained and taxonomically identified, ticks were separated in groups of 20
semi-engorged and 8 fully engorged ticks. The semi-engorged ticks were dissected to extract
salivary glands and ovaries. The DNA was obtained and used to identify B. caballi genetic
material via nested PCR (nPCR). Fully engorged ticks were maintained in an incubator under
controlled conditions for two weeks to obtain eggs. These eggs were kept under controlled
conditions for seven weeks to obtain larvae. Once hatched, the larvae were used for DNA
extraction, subsequently, were used for detection of B. caballi genetic material via nPCR.
The results obtained were negative in all assays performed. In conclusion, the A. mixtum ticks
analyzed which are found in Vega de Alatorre, Veracruz parasitizing equids do not contain
B. caballi genetic material in the organs necessary for pathogen transmission. However, this
research project raises the need to develop a controlled infection study utilizing the same
genetic material detection technique in salivary glands and ovaries to determine if A. mixtum

is a vector competence.

Keywords: Equine piroplasmosis, Amblyomma mixtum, Babesia caballi, vector

competence, ticks, salivary gland, ovaries, sporogony, transmission.
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I. INTRODUCCION

La piroplasmosis equina (PE) es una enfermedad de los équidos, incluidos caballos,
burros, mulas y cebras, causada por los protozoarios intraeritrociticos Babesia caballi,
Theileria equi (Rothschild, 2013) y, recientemente también Theileria haneyi (Mége et al.,
2025). Para completar su ciclo de vida, estos parasitos deben atravesar una serie compleja de
eventos de desarrollo, incluido el desarrollo de la etapa sexual que se lleva a cabo en una
garrapata (Wise et al., 2013; Scoles & Ueti, 2015). Estos protozoarios tienen diferencias
bioldgicas, pero causan sinologias similares, tienen ciclos de vida y vectores similares

(Rothschild, 2013; Wise et al., 2013).

La enfermedad genera un cuadro clinico agudo caracterizado por fiebre, hiporexia
0 anorexia, taquicardia, taquipnea, estrefiimiento seguido de diarrea, petequias,
esplenomegalia, trombocitopenia y anemia hemolitica que conduce a hemoglobinuria e
ictericia (Zobba et al., 2008; Sumbria et al., 2014). Los animales que sobreviven la infeccion
aguda desarrollan una infeccion persistente de por vida, sin signos clinicos evidentes y
pueden servir como reservorio para la transmision mecdnica y biologica por garrapatas

(Shaly, 2022; Gupta et al., 2026).

La PE es endémica en regiones tropicales y subtropicales. Se ha reportado en
diversos estados de la republica mexicana, pero no se ha determinado qué especies de
garrapatas presentes en estos estados actlian como vectores de los protozoarios causantes

(Traub-Dargatz et al., 2010; Almazén et al., 2022).

Los mecanismos de transmision de B. caballi, pueden ser de forma mecénica la cual
involucra fomites contaminados con sangre, incluidas agujas hipodérmicas, instrumental
quirurgico e instrumental odontologico. En cambio, la transmision biologica se efectiia por
garrapatas, de las cuales diversas especies han sido mencionadas vectores del agente causal,
pero actualmente solamente Dermacentor nitens es reconocida como el principal vector de
piroplasmosis equina en América (Rothschild, 2013; Almazan et al., 2022; Estrella et al.,

2022).



En relacion a la etiologia de B. caballi, este hemoparasito atraviesa un ciclo de
desarrollo dentro de las garrapatas que comienza con la infeccion de las células intestinales
a partir de la ingestion de eritrocitos infectados durante su alimentacion en el equino
hospedante, el cual concluye con su replicacion en las glandulas salivales y su expulsion en
la saliva cuando la garrapata se alimenta en un nuevo équido susceptible (Diaz-Sanchez et
al., 2020; Salinas-Estrella et al., 2022; Garcia-Carrasco et al., 2025). Ante dicha dinamica
biologica las garrapatas actuaran como los hospedantes definitivos de B. caballi, ya que el
parasito debe pasar por un desarrollo sexual en ellas para completar su ciclo bioldgico, y los
équidos fungiran como hospedante intermediarios (Rothschild, 2013). Debido a esta estrecha
asociacion vector-hospedante solo unas pocas especies de garrapatas son consideradas

vectores competentes de la piroplasmosis (Rothschild, 2013; Salinas-Estrella ef al., 2022).

La capacidad vectorial de las especies de garrapatas presentes en México para B.
caballi no ha sido bien definida (Almazan et al., 2022; Aguilar-Meraz et al., 2026), sin
embargo, los reportes de la enfermedad en zonas donde antes no se tenia registro, justifican
la realizacion de estudios sobre el papel de otras especies de garrapatas como posibles
vectores competentes. Una de las especies consideradas como potencial vector es
Amblyomma mixtum, la cual esta ampliamente distribuida en América (Aguilar-Dominguez
et al., 2021), y desempefia un rol eco-epidemioldgico clave en el sector salud, ya que es un
ectoparasito con prevalencia en équidos y actua como vector de multiples patogenos tanto en
medicina humana como veterinaria, por ello, es necesario evaluar su competencia como

vector de B. caballi, uno de los agentes causantes de PE (Rothschild, 2013).



II. ANTECEDENTES

2.1. Competencia vectorial en las Enfermedades transmitidas por vectores

Las enfermedades transmitidas por vectores (VBD, por sus siglas en inglés) son
todas aquellas que se transmiten por medio de un hospedante intermedio al que se le conoce
como “vector” (Andrade Ochoa et al., 2017). Estas VBD constituyen un complejo problema
en la salud humana y animal en todo el mundo, sobre todo en areas donde las condiciones
ambientales favorecen la supervivencia de los vectores (De Garine-Wichatitsky, 2000;
Quintero Gil et al., 2010). Las VBD representan mas del 17% de todas las enfermedades
infecciosas existentes, siendo responsables de pérdidas econdémicas considerables a nivel

mundial (OMS, 2020).

Los vectores son organismos vivos que pueden transmitir agentes infecciosos entre
individuos, tanto humanos como animales. Muchos de estos vectores son artropodos
hematofagos que ingieren a los microorganismos patdgenos junto con la sangre de su
hospedante y posteriormente lo transmiten a uno nuevo (OMS, 2020). El criterio necesario
para considerar a una especie como vector es su capacidad de transmitir a un agente
infeccioso en condiciones de campo (Quintero Gil ef al., 2010). Por lo tanto, el éxito en la
diseminacion de las VBD esta dado por la capacidad y la competencia vectorial (Chen ef al.,

2024).

La capacidad vectorial es la habilidad de una especie para transmitir un patégeno;
comprende factores extrinsecos o ecoldgicos y factores intrinsecos relacionados con la
genética del vector (Rodriguez et al., 2004; Quintero Gil et al., 2010). Mientras que la
competencia vectorial es la habilidad de un vector de infectarse por un agente patogeno y de
transmitirlo a un hospedante susceptible generando asi enfermedad (Chen et al., 2024). La
competencia vectorial estd constituida por factores intrinsecos determinados por las bases
genéticas del vector que dan lugar a la susceptibilidad a la infeccion, la permisibilidad para
el desarrollo del patdogeno y la eficiencia en la transmision (Quintero Gil et al., 2010;

Sanchez-Casiano et al., 2020). Hablando en particular de los artropodos hematdfagos la



capacidad del agente patdgeno de infectar, replicarse y diseminarse desde el intestino del
vector hasta las glandulas salivales de €ste, son esté el rol clave que determina la competencia

vectorial (Kazimirova & Stibraniova, 2013; Chen et al., 2024;).

El manejo de cualquier VBD se basa en gran medida en el control de los vectores.
Para ello es necesario comprender la distribucion del vector y asi poder mejorar la
planificacion de las estrategias de control (De Garine-Wichatitsky, 2000). Hasta este punto
se ha establecido que las garrapatas son artrépodos, pardsitos, hematdfagos consideradas
vectores con gran impacto (Khan et al., 2021), tanto el sector de salud humana y animal, asi
como en el sector socioeconémico de diversas naciones (Boulanger ef al., 2019). Durante su
alimentacion son capaces de transmitir, mediante su saliva, agentes patdogenos causantes de
diversas enfermedades (Brites-Neto et al., 2015; Vivas et al., 2019). Las VBD tienen
repercusiones serias en salud publica y animal en todo el mundo, causando pérdidas
econdmicas importantes dadas por los costos directos asociados con las muertes y la
reduccion en la productividad de los animales afectados; asi como por los costos indirectos,
resultado de los programas de control de ectoparasitos y tratamientos farmacologicos (Gerem

& Hadush, 2016; Almazan et al., 2018).

Las enfermedades transmitidas por vectores en los equinos (EVBD, por sus siglas
en inglés) son generadas por diversos agentes patdgenos, los cuales son transmitidos por
multiples artrépodos. La piroplasmosis equina (PE) es considerada la EVBD transmitida por
garrapatas, mas importante en regiones con clima tropical, subtropical y templado (Diaz-

Sanchez et al., 2020).

La presencia de vectores competentes es un componente critico en la epidemiologia
de la PE. Se han enumerado 33 especies de garrapatas de la familia Ixodidae implicadas como
vectores causantes de la enfermedad (Scoles & Ueti, 2015). Entre los factores bioldgicos
asociados al alto potencial vectorial se encuentran: su ciclo de vida, las propiedades de su
saliva y el proceso de digestion de la sangre ingerida de su hospedante (Marquez-Jiménez et

al., 2005).



2.2. Garrapatas Ixodidas

Las garrapatas son ectoparasitos hematdfagos obligados considerados como el
segundo grupo de artrépodos de mayor importancia debido a que actian como vectores de
una amplia variedad de microorganismos patogenos causantes de enfermedades infecciosas
de importancia en salud humana y animal (Marquez-Jiménez et al., 2005; Bursali et al., 2012;

Mufioz et al., 2017; Guglielmone et al., 2023).

La garrapatas de la familia Ixodidae, comprende un grupo de garrapatas también
denominadas como “garrapatas duras”, las cuales son muy abundantes y tienen una amplia
distribucion a nivel mundial (Fedonyuk et al., 2019). Se han descrito diferentes aspectos
bioldgicos de estas garrapatas relacionados con su clasificacion taxonémica, sus formas de
alimentacion, los procesos de ovoposicion de acuerdo con la especie, factores de resistencia
y las estrategias de buisqueda de sus hospedantes. Igualmente, se han descrito las diferencias
bioldgicas entre sus ciclos de vida dependiendo del nimero de hospedantes (Brites-Neto et
al., 2015; Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016; Mufioz et al., 2017; Guglielmone et al.,
2023), los cuales pueden ir de uno hasta tres hospedantes distintos y etapas de vida libre en

el medio ambiente (Barros-Battesti ef al., 2024).

Esta familia de ectoparasitos cuenta con 19 géneros (Orlova et al., 2023), siendo los
géneros Ixodes, Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma, Dermacentor, y Rhipicephalus en
los cuales se han reportado mayor cantidad de especies, sin embargo dentro de esta familia
se han descrito un total de 900 especies (Marquez-Jiménez et al., 2005; Guglielmone et al.,
2010; Brites-Neto ef al., 2015; Orlova et al., 2023), las cuales se encuentras distribuidas en
areas tropicales, subtropicales y zonas templadas, siendo las primeras dos regiones las que
presentan una mayor diversidad de géneros y especies (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio,

2016; Guglielmone et al., 2023).



2.2.1.  Género Amblyomma

El género Amblyomma (Kock, 1844) se encuentra distribuido en todos los
continentes, excepto en la Antartida. Actualmente se han descrito 106 especies dentro de este
género, de las cuales la mitad se encuentran en el continente americano (Brites-Neto et al.,
2015; Guglielmone et al., 2010; Guzméan-Cornejo et al., 2011). Las especies de este género
parasitan una gran variedad de hospedantes, encontrandose en mamiferos, aves, anfibios y

reptiles (Norval, 1975; Barros-Battesti et al., 2024).

En México se han reportado 26 especies pertenecientes a este género, localizadas en
30 de los 32 estados de la Republica (Aguilar-Dominguez et al., 2021). Las especies de este
género han sido reconocidas como vectores de diversos patégenos de alta importancia en

salud publica y veterinaria (Labruna et al., 2003; Guzman-Cornejo et al., 2011).

De la amplia variedad de especies, el complejo Amblyomma cajennense es
considerado el de mayor importancia y esta integrado por 6 especies (Acevedo-Gutiérrez et
al., 2021; Cotes-Perdomo et al., 2023): Amblyomma tonelliae, asociada a las zonas secas del
centro-norte de Argentina hasta Bolivia y Paraguay (Nava et al., 2014); Amblyomma
interandinum, reportada en el norte de Peru (Nava ef al., 2011, 2014); Amblyomma patinoi,
reportada en el oriente de Colombia (Nava et al., 2014); Amblyomma mixtum (Koch, 1844),
presente desde Texas, EE. UU. hasta las Islas del Caribe y oeste de Ecuador (Aguilar-
Dominguez et al., 2021); Amblyomma sculptum (Berlese, 1888), distribuida desde las zonas
hiimedas del norte de Argentina, hasta las regiones contiguas de Bolivia y Paraguay, asi como
en los estados costeros y centro-occidentales de Brasil (de Paula et al., 2022); y finalmente,
Amblyomma cajennense sensu stricto (Fabricius, 1787), identificada en la Guyana Francesa,
Surinam, Guyana, Venezuela y Brazil (Guglielmone et al., 2020; Acevedo-Gutiérrez et al.,
2021). Dentro de esta clasificacion, es importante resaltar que el complejo Amblyomma
cajennense considera dos agrupaciones principales, Amblyomma cajennense sensu stricto la
cual presenta una distribucion en la region amazoénica y otras zonas de Sudamérica, y
considerada Amblyomma cajennense propiamente; en cambio Amblyomma cajennense sensu

latu, engloba al conjunto de las especies del complejo y por ende su distribucion se extiende



desde la region sur de Norteamérica, regiones de Centroamérica y el norte de Sudamérica

(Acevedo-Gutiérrez et al., 2021).

Las distintas especies del complejo A. cajennense han sido capaces de adaptarse a
diferentes condiciones climaticas, ampliando asi su distribucion. En relacion a su aspecto
eco-epidemiolodgico diversas especies de este grupo presentan ciclos bioldgicos de tres
hospedantes, con una baja especificidad en ellos y que en su mayoria son mamiferos. Donde
los équidos actian como algunos de sus hospedantes principales (Estrada-Pena et al., 2004;

Brites-Neto et al., 2015).

2.2.2.  Amblyomma mixtum

Amblyomma mixtum fue descrita por Koch en 1844 y es considerada como la
segunda especie de garrapata con mayor importancia médica en México al estar implicada
como vector de multiples patogenos (Nava et al., 2014; Almazan et al., 2016), tanto en salud

humana como animal (Aguilar-Dominguez et al., 2021).

Presenta una amplia distribucion en el continente americano, desde el sur de Texas
y Florida, hasta regiones del norte de Sudamérica (Aguilar-Dominguez et al., 2021). Se ha
reportado en zonas con altitudes de 1 a 1000 msnm, con temperaturas que van de los 13 a los
26°C, encontrandose en diversos estados costeros del Golfo de México y el Océano Pacifico
(Aguilar-Dominguez et al., 2021). Entre las zonas enzooéticas, la frontera de México con
Guatemala y Belice, asi como algunas regiones de Centroamérica y Colombia, son
catalogadas como areas de nueva invasion (Guzman-Cornejo et al., 2011; Almazan et al.,
2016; Aguilar-Dominguez et al., 2021). En México, ha sido encontrada en los estados de
Chiapas, Chihuahua, Durango, Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Quintana Roo, Tampico y
Veracruz parasitando diferentes équidos (Nava et al., 2014; Castillo-Martinez et al., 2020;

Aguilar-Dominguez et al., 2021).

A. mixtum produce altas infestaciones en sus hospedantes y, por su comportamiento

bioldgico, se le considera como un vector potencial de multiples enfermedades de animales



y humanos. Se ha reportado que esta garrapata parasita hasta un total de 13 especies distintas
de hospedantes, entre los que se encuentran caninos, caprinos, ovinos, bovinos, equinos, 0sos
hormigueros, cocodrilos, pecaris, tortugas de caja, ciervos rojos, venados cola blanca y

humanos (Almazan et al., 2016; Vivas et al., 2019; Aguilar-Dominguez et al., 2021).

222.1. Clasificacion taxondmica

En relacion a sus caracteristicas taxonomicas, 4. mixtum es una garrapata
ornamentada de piezas bucales largas (Rodriguez Vivas et al., 2022), con un marcado
dimorfismo sexual (Figura 1), asi como caracteristicas morfologicas especificas que permiten

su identificacion, las cuales se ilustran y describen en las figuras 2 y 3 (Nava et al., 2014).

airs ot 2

Figura 1. Vista dorsal de especimenes de Amblyomma mixtum vistos en microscopio estereoscépico.
(A) Macho; (B) Hembra'.

! Fotografia A y B obtenida por Becerra-Guevara, E. (2024) en las instalaciones del Laboratorio de
Inmunologia y Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro



Figura 2. Macho de Amblyomma mixtum en microscopia electréonica.

(A) Vista dorsal: 1) Surco marginal completo delimitando todos los festones, 2) Festones, 3) Ojos
planos; (B) Vista dorsal del capitulo: 4) Base del capitulo rectangular, 5) Palpos, 6) Queliceros; (C) Vista ventral
del capitulo: 7) Hipostoma, 8) Formula dental 3/3 en 4-5 filas; (D) vista ventral: 9) Abertura genital a nivel de
la coxa II en forma de U, 10) Coxa I con espoldn externo largo e interno corto, 11) Coxa IV con espoldn largo,
recto e interno que no alcanza el nivel del ano, 12) Orificio anal, 13) Surco anal en forma de U

Figura 3. Hembra de Amblyomma mixtum en microscopia electrdnica.
A) Vista dorsal: 1) Escudo, 2) Surco marginal completo delimitando todos los festones, 3) Festones,
4) Ojos planos; (B) Vista dorsal del capitulo: 5) Base del capitulo rectangular, 6) Palpos, 7) Queliceros; (C)
Vista ventral del capitulo: 8) Hipostoma, 9) Féormula dental 3/3 en 4-5 filas; (D) vista ventral: 10) Abertura
genital, 11) Coxa I con espolon externo largo e interno corto, 12) Orificio anal, 13) Surco anal en forma de U2

2222.  Ciclo biologico

Como todas las especies del género Amblyomma, A. mixtum es una garrapata de tres
hospedadores (Barros-Battesti et al., 2024). En la figura 4 se esquematiza el ciclo bioldgico
de las garrapatas, el cual comienza con la eclosion de los huevos previamente ovopositados

en un sitio himedo y protegido, el tiempo que tardan en eclosionar es de aproximadamente

2 Figura 2 y 3 fueron elaboradas a partir de imagenes tomadas de (Nava et al., 2014).



5 a 7 semanas. Posteriormente, las larvas que emergen de los huevos pasan por un proceso
de maduracion que tarda 15 dias para ser aptas para alimentarse de sangre, durante este
periodo se mueven en la vegetacion donde permanecen hasta alcanzar a su primer hospedante
(Almazan et al., 2016). Las larvas maduras suben a su hospedante y se alimentan durante 4
a 6 dias (Olegario et al., 2011; Pifia et al., 2017) una vez repletas, se desprenden del animal
y caen al suelo donde se lleva a cabo la primera muda. La muda de larva repleta a ninfa tarda
de 14 a 23 dias (Olegario et al., 2011; Almazan et al., 2016; Pia et al., 2017). Las ninfas en
el suelo buscan un segundo hospedante para alimentarse durante 4 a 5 dias, una vez repletas
se desprenden y caen nuevamente al suelo para llevar a cabo su segunda muda. La muda de
ninfa repleta a adulta tarda de 12 a 23 dias y en esta etapa es donde ocurre la diferenciacion
sexual (hembras y machos) (Olegario ef al., 2011; Almazan et al., 2016; Pina et al., 2017).
Las adultas suben a un tercer hospedante donde se alimentan y copulan. La copula estimula
a las hembras a repletarse y, una vez repletas, se desprenden del hospedante y caen al suelo
donde buscan un lugar idéneo para la ovoposicion. El periodo de ovoposicion durade 1 a 2
semanas, una vez terminado, la hembra muere. Los machos contintian unos dias mas sobre
el hospedante y después mueren (Almazén ef al., 2016; Polanco-Echeverry & Rios-Osorio,
2016; Rodriguez Vivas et al., 2022). El nimero de huevos en la ovoposicion varia de acuerdo
con el hospedante que se estuvo parasitando, esto en relacion también al volumen de sangre
ingerida, en el caso particular de los equinos esta especie de ectoparasitos pueden producir

hasta 4,174 larvas (Olegério et al., 2011).

En vida libre las fases de larva y ninfa se pueden observar sobre el ganado entre los
meses de abril y septiembre predominando asi, en primavera e invierno. Las garrapatas
adultas se pueden encontrar sobre el ganado durante todo el afio, con baja abundancia en
primavera y mayor abundancia en verano (Labruna et al., 2009). Al tener periodos de
ovoposicion de 1 a 2 semanas y periodos medios de incubacion de huevos de 5 a 7 semanas,
A. mixtum presenta dos ciclos biologicos por afio (Labruna et al., 2003; Nava et al., 2011;
Almazan et al., 2016). En cambio, el ciclo bioldgico de 4. mixtum en condiciones controladas

esde 133 a 193 dias (Nava et al., 2011).
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Figura 4. Ciclo de vida de garrapatas de tres hospedantes (Almazan et al., 2016).

Dentro de las particularidades del ciclo biologico de esta especie, se tiene que para
el caso particular de las larvas o ninfas estas no se han reportado en vegetacion alta, lo que
explicaria su presencia en mamiferos pequefios y aves, mientras que las garrapatas adultas se
han reportado en vegetacion que va de 30 a 40cm por encima del nivel del suelo, lo que
explicaria su presencia mas cominmente en mamiferos medianos y grandes (Labruna et al.,

2009; Nava et al., 2011).

A. mixtum ha sido identificada como vector de multiples agentes patdgenos como
Rickettsia rickettsi en Argentina, Brasil, Colombia, Panama y Me¢éxico; y Rickettsia
amblyommii en Costa Rica y Panama (Labruna ef al., 2011). Dado su impacto economico en
el sector agropecuario y su importancia en salud humana y animal, el control de garrapatas
en animales domésticos se basa principalmente en el uso de acaricidas (Rodriguez Vivas et
al., 2022). Sin embargo, existe poca informacion sobre la eficacia de los acaricidas en el
control de 4. mixtum. Por lo que, debido a su amplia distribucion y su diversidad al parasitar
diversos hospedantes silvestres y domésticos, es necesario ampliar el conocimiento sobre su

ecologia y competencia vectorial, para asi, disefiar programas de control 6ptimos.
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2.3. Piroplasmosis equina
2.3.1.  Etiologia de la enfermedad

La PE es una enfermedad que afecta caballos, asnos, mulas y cebras. Es una de las
EVBD mas importantes en todo el mundo siendo responsable de graves pérdidas econémicas
para la industria equina. Es causada por los parasitos Babesia caballi 'y Theileria equi a nivel
global (Rothschild, 2013) y en la regién de las Américas, se ha descrito recientemente a
Theileria haneyi (Meége et al., 2025). Es transmitida a los équidos mediante la mordedura de
garrapatas ixodidas que actiian como vector biologico (Tirosh-Levy ef al., 2020; Onyiche et

al., 2019; Dirks et al., 2021; OMSA, 2021).

La enfermedad puede progresar de forma variable generando cuadros clinicos muy
diferentes que pueden ser agudos, subagudos o cronicos. Los animales infectados llegan a
ser portadores de estos agentes durante periodos prolongados, incluso de por vida, lo que los
convierte en un riesgo de diseminacion de la enfermedad (Briining, 1996; Dirks et al., 2021;

OMSA, 2021).
2.3.2.  Babesia caballi

Con base a la morfologia, el grupo de hemoprotozoarios denominados babesias se
clasifican en dos grupos: las babesias pequenias (<2.5 um) conformado por B. bovis, B.
gibsoni, B. microti, B. rodhaini, entre otros; y las babesias grandes (2.5-5.0 pum), que incluyen
a B. bigemina, B. caballi, B. canis, entre otros. Estos parasitos piriformes se encuentran
unidos por los extremos puntiagudos, lo cual propicia la formacién de un dngulo entre ellos
dentro de los eritrocitos, por ejemplo en el caso de B. caballi forman un angulo agudo, a
diferencia de B. bovis donde forman un dngulo obtuso (Laha et al., 2015; Zachary, 2017). La
distribucion geografica es muy divergente entre las especies, siendo las regiones tropicales y
subtropicales donde presentan una mayor prevalencia; por ejemplo, la babesiosis bovina y la
piroplasmosis equina son enzodticas de diversas regiones de Africa, Medio Oriente, centro y

sur de América, el Caribe y Europa (Zachary, 2017).
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En el caso particular de los équidos existen dos especies de hemoprotozoarios que
los afectan, Theileria equi (anteriormente denominada como B. equi) (Borges et al., 2014)
considerada mas patdégena y de mayor extension geografica; y B. caballi, la cual es mas
prevalente en paises del sur del Africa (Chhabra et al., 2012), region en donde se identificod
por primera vez en 1912, donde se nombr6 inicialmente como Piroplasma caballi, siendo
posteriormente reclasificada al género Babesia (Scoles & Ueti, 2015). Dentro de la
morfologia particular de las babesias presentes en equinos, B. caballi aparece como par
piriforme dentro de los eritrocitos y mide entre 2,5 y 4 um de longitud, a diferencia 7. equi
que presenta un desarrollo preeritrocitico y un tamafio de 2.0 um (Laha ef al., 2015). En el
ciclo bioldgico de B. caballi, 1os merozoitos aparecen dentro de los eritrocitos como cuerpos
basoéfilos piriformes. Estos dos grandes cuerpos se unen en sus extremos posteriores dando
lugar a las estructuras visibles en los frotis de sangre infectada con B. caballi (Onyiche et al.,

2019; Salinas-Estrella et al., 2022).

2.3.2.1. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de B. caballi consta de tres fases de replicacion, dos fases asexuales
y una sexual, de las cuales una se lleva a cabo en el hospedante (equino) y dos en el vector
(garrapata) (Figura 5). La primera fase asexual se denomina merogonia, se lleva a cabo en
los eritrocitos del equino donde inicia la division celular. La fase sexual conocida como
gametogonia, se desarrolla en el intestino medio de la garrapata, seguida de una segunda fase
asexual designada como esporogonia, presente en las glandulas salivales de la garrapata
(Tirosh-Levy et al., 2020; Onyiche et al., 2019; Dirks et al., 2021; Salinas-Estrella et al.,
2022).

Al momento que la garrapata ingiere la sangre infectada del equino, se presenta la
destruccion de los eritrocitos promoviendo la liberacion de las formas intracelulares
(merozoitos) en el lumen del intestino de la garrapata. Durante las primeras 24 horas post-
ingestion se observan esquizontes inmaduros dentro de células del epitelio intestinal,

transcurrido ese tiempo a las 48 y 72 horas post- ingestion se visualizan los cigotos maduros
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los cuales dan origen a los esquizontes a través del mecanismo de fision multiple donde

pueden llegar a producirse hasta 200 formas individuales de esquizontes.
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Figura 5. Ciclo biolégico de Babesia caballi.

(A) Merogonia: Se lleva a cabo en el sistema circulatorio del équido. 1) Cada esporozoito infecta un
eritrocito, 2) Una vez en el eritrocito, el esporozoito cambia a trofozoito con forma circular, 3) El trofozoito se
divide por fision binaria dando lugar a los merozoitos, 4) Los merozoitos se unen en pares por el extremo apical,
5) Los merozoitos maduros se multiplican dentro del eritrocito, 6) Causan lisis celular y son liberados al sistema
circulatorio, contintan infectando otros eritrocitos. 7) Al alimentarse de un équido portador, la garrapata ingiere
eritrocitos infectados con merozoitos maduros; (B) Gametogonia: Se lleva a cabo en la luz del intestino medio
de la garrapata. 8) Los merozoitos se convierten en gametocitos, 9 y 10) Los gametocitos se multiplican y
diferencian en microgametos y macrogametos, 11 y 12) Los gametos se fusionan dando lugar a un cigoto, 13)
El cigoto penetra las células de intestino medio y se multiplica por meiosis dando lugar a kinetos primarios, 14)
Los kinetos primarios se liberan y viajan por hemolinfa a diferentes 6rganos, incluidos los ovarios y las
glandulas salivales. 15) Los kinetos primarios penetran en las células de los ovarios, 16) Durante la generacion
de huevos los kinetos primarios los infectan, 17) Las larvas eclosionadas de estos huevos nacen ya infectadas;
(C) Esporogonia: Se lleva a cabo en las glandulas salivales de la garrapata. 18) Los kinetos secundarios penetran
las células de las glandulas salivales, 19) Se multiplican y forman un esporoblasto que se mantiene latente, 20)
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Durante la alimentacién de la garrapata, el esporoblasto se activa, 21) La garrapata escupe su saliva y los
esporozoitos son liberados al torrente sanguineo del équido’.

Transcurridos de 3 a 4 dias estas formas son liberadas y migran del lumen hasta el
epitelio intestinal, posteriormente lo atraviesan y migran a través de la hemolinfa llegando a
ovarios y glandula salival. En los ovarios penetran los 6vulos antes de que se forme la
cubierta de quitina. Posteriormente, cuando se desarrolla el embridon invaden sus células
intestinales, repitiéndose el ciclo dado en la garrapata hembra. A las 48 y 72 horas persisten
parasitos dentro de la garrapata después de la destruccion masiva de los parasitos ingeridos

(Smith, 1978).

La transmision de las especies de Babesia en las garrapatas duras puede ser:
transovarica y transestadial. En la transmision transovarica las garrapatas adultas se infectan
con el parasito y lo transmiten a su progenie a través de los huevos. Dicha transmision permite
a las garrapatas permanecer infectadas e infectivas por varias generaciones sin tener que
alimentarse nuevamente de un hospedante infectado ( Young & Morzaria, 1986; Schwint et
al., 2008; Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016). En las garrapatas la infeccion primaria
ocurre en el estadio adulto, donde el pardsito transmitido de forma transovéarica
necesariamente debe desarrollar una transmision transestadial (Polanco-Echeverry & Rios-

Osorio, 2016; Rodrigues et al., 2017).

El segundo mecanismo de transmision seria la transmision transestadial la cual se
puede desarrollar a partir de larvas eclosionadas de hembras adultas infectadas, las cuales ya
nacen infectadas, y también a partir de larvas o ninfas que se infectan al ingerir sangre de un
hospedante infectado. Dicha dindmica ecoldgica propicia que el patégeno se mueva del
estadio de larva a ninfa, y de ninfa a adulta, donde los adultos actuardn como vectores
responsables de la transmision hacia un nuevo hospedante susceptible por medio de la
eliminacion de esporozoitos infectivos en la saliva. Las garrapatas que transmiten la Babesia

exclusivamente de forma transestadial, resuelven la infeccion de forma desconocida y

3 Se consultaron las siguientes fuentes para elaborar la figura 5 (Diaz-Sanchez et al., 2020; Salinas-
Estrella et al., 2022; Garcia-Carrasco et al., 2025).
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requieren de una nueva alimentacion a partir de un hospedante infectado para infectarse y
poder transmitir al parasito (Young & Morzaria, 1986; Polanco-Echeverry & Rios-Osorio,

2016).

Diversas especies de los géneros Dermacentor, Hyalomma'y Rhipicephalus han sido
confirmados como vectores competentes para la PE. Estudios recientes muestran que otros
géneros como Ixodes, Haemaphysalis y Amblyomma pueden ser capaces de transmitir
biologicamente los pardsitos causantes de PE en condiciones tanto naturales como
experimentales (Schwint et al., 2008; Rodrigues et al., 2017; Onyiche et al., 2019). En la
garrapata Dermacentor nitens se han detectado ciclos sucesivos de B. caballi en el intestino
y otros organos de cada fase de desarrollo (larva, ninfa y adulta), promoviendo una infeccion
persistente en el vector y no de infecciones nuevas (Holbrook et al., 1968). Lo anterior puede
tener gran importancia al hablar de control de la enfermedad ya que, aunque las garrapatas
no ingieran sangre infectada, la infeccién permanece en ellas generacion tras generacion,
pudiendo asi diseminar al parasito durante mucho tiempo (Smith, 1978). Estos estudios
muestran que las ninfas y larvas transmiten al parasito y que la ninfa o adulta de la misma
generacion que efectud la infeccion puede volver a infectarse (Roby et al., 1964; Anthony et

al., 1970).

2.3.3.  Patogeniay signos clinicos

El periodo de incubacion aproximadamente es de 12-19 dias para 7. equi 'y de 10-30
dias para B. caballi (Cantu-Martinez et al., 2012), presentandose cuadros clinicos agudos,
subagudos o cronicos en los hospedantes, y cuadros asintomaticos en hospedantes presentes
en las regiones endémicas. Los signos clinicos de la PE son inespecificos y dependen del
cuadro que ésta genere, por lo que puede ser confundida con otra enfermedad o pasar
inadvertida, por ello, es indispensable contar con una historia clinica completa del paciente

para su correcto diagnostico (Onyiche et al., 2019; OMSA, 2021).

En el cuadro agudo se presenta fiebre que supera los 40°C, hiporexia, depresion,

aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, mucosas congestionadas, ictericia,
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hemoglobinuria, sudoracion, distension abdominal y heces fecales pequefias y secas. En
caballos adultos se han descrito cuadros que llevan a la muerte del animal (Scheidemann et
al., 2003; Adam et al., 2016; OMSA, 2021; Salinas-Estrella et al., 2022). En el cuadro
subagudo presenta fiebre intermitente, inapetencia, pérdida de peso, coloracion de mucosas
palidas o ictéricas con o sin presencia de petequias o equimosis. También se ha observado
afectacion gastrointestinal como coélicos seguidos de diarrea (Onyiche et al., 2019; OMSA,
2021). Y en relacion al cuadro cronico puede haber hiporexia intermitente, fiebre transitoria,
pérdida de masa corporal, baja en el rendimiento deportivo o baja tolerancia al trabajo. Se
puede presentar esplenomegalia palpable al examen rectal (Hailat et al., 1997; Takeet et al.,

2009; Ueti et al., 2012; Wise et al., 2013; Onyiche et al., 2019; Salinas-Estrella et al., 2022).

Los burros suelen manifestar la forma cronica de PE mas que los caballos, en cambio
los signos clinicos en los potros son inespecificos, pudiendo desarrollar debilidad y
disminucion de la lactancia. También se han notificado casos de aborto y muerte neonatal

después de infecciones intrauterinas (Onyiche ef al., 2019).

Al ser un parasito intraeritrocitico, promueve la destruccion mecanica de los
eritrocitos por liberacion de los parasitos al torrente sanguineo dando lugar a una anemia
hemolitica. La presencia de los parasitos en sangre genera activacion del sistema inmune que
también puede dar lugar a una anemia hemolitica inmunomediada (Dirks et al., 2021). El
desarrollo de la vasculitis provoca el secuestro de plaquetas en el sistema vascular
conduciendo a una trombocitopenia. En cuadros agudos, también pueden producirse
neutropenia, linfopenia, aumento de las concentraciones séricas de amiloide A (SAA) y
fibrindgeno, reduccion de las concentraciones séricas de hierro y aumento de las
concentraciones de bilirrubina y de la actividad de la y-glutamiltransferasa (Ambawat et al.,
1999; Zobba et al., 2008; Wise et al., 2013; Tirosh-Levy et al., 2020); mientras que en los
cuadros cronicos los animales suelen mostrar leucocitosis (Camino Gutiérrez, 2022). Sin
embargo, cuando los animales infectados por B. caballi no reciben tratamiento el patdogeno

puede eliminarse después de 12 a 42 meses (Zobba et al., 2008; OMSA, 2021).
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2.3.4.  Pruebas diagnosticas para piroplasmosis equina

El diagnostico de la PE es importante para la identificacion de animales portadores
asintomaticos, especialmente antes de su movilizacion a zonas no endémicas. Y para
identificar a la piroplasmosis en animales clinicamente enfermos, (Briining, 1996; Tirosh-
Levy et al., 2020), existen varias pruebas diagnosticas para la deteccion de B, caballi como,

pruebas sanguineas, seroldgicas y moleculares.

2.3.4.1.  Frotis sanguineo

Es una de las técnicas disponibles para la identificacion de parasitos dentro de los
eritrocitos. Para los ensayo de frotis sanguineos se deben emplear muestras de sangre con
anticoagulante (EDTA) la cual se extiende en un porta objetos para poder ser tefiida con
Giemsa y mediante una evaluacion microscopica determinar los parametros morfolégicos del
parasito como forma, ubicacion y tamano (Malekifard et al., 2014). Esta prueba resulta de
gran utilidad durante la fase aguda de la infeccion. La sensibilidad de este método es baja 'y
puede dar resultados falsos negativos en casos cronicos, cuando las cargas parasitarias son
bajas (1 a 10 parasitos por uL o < 1% eritrocitos infectados) (Onyiche et al., 2019; Tirosh-
Levy et al., 2020).

2.34.2. Inmunofluorescencia indirecta

La prueba de IFI cuenta con una alta especificidad (90-95%) y llega a ser
complementaria cuando los resultados obtenidos por otras pruebas serologicas no son
concluyentes. El principio de esta prueba se basa en permitir la deteccion y localizacion de
antigenos en diferentes tipos de tejidos mediante la aplicacion de anticuerpos especificos. El
método de IFI se aplica después de ver realizado la fijacion y extraccion del antigeno, este se
someterd a dos periodos de incubacion, el primero donde el anticuerpo primario (muestra) se
une al epitopo en cuestion, y posteriormente se adiciona un anticuerpo secundario marcado
con un fluoro6foro el cual reconoce y une al anticuerpo primario, dicha molécula debera ser

sometida a un evento de excitacion para emitir luz y determinar la positividad de la muestra
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(Im et al., 2019; Tijani et al., 2024). En ensayos de IFI para B. caballi una muestra se
considera positiva a una dilucién igual o superior a 1:80. Los sueros de prueba deben diluirse
para aumentar la especificidad, sin embargo, la IFI requiere mucho tiempo, es muy subjetiva,
especialmente en la interpretacion de la fluorescencia, y requiere una gran cantidad de

antigeno (Onyiche et al., 2019; Salinas-Estrella et al., 2022).

2.3.4.3.  Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima

Para la deteccion de anticuerpos especificos de B. caballi se emplea la prueba de
cELISA indirecta cuantitativa como método de eleccion para identificar animales portadores
con infeccidon cronica. Cuando se diagnostican animales de forma individual hay que tener
en cuenta que los anticuerpos pueden persistir en el suero sanguineo hasta dos afios después
de la eliminacion del patdégeno (Ybafiez ef al., 2018; Onyiche ef al., 2019; Tirosh-Levy et al.,
2020; Dirks et al., 2021). Antes de importar équidos de regiones endémicas, se recomienda
o incluso se llega a requerir un cELISA para poder movilizarlos, sobre todo si se pretende
movilizar a una zona que se considera libre de la enfermedad (Dirks et al., 2021). Una
variante de este ensayo molecular que se realiza para el diagnosticos de la PE, es la PCR
anidada, aplicada en realizar dos ciclos de amplificacion mediante el uso de dos conjuntos
diferentes de cebadores llegando a ser 1til para detectar bajas cargas parasitarias 0 muestras

de ADN degradado (Leal ef al., 2011; Cortés et al., 2019;)

2.3.44. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliza para la deteccion de los
patogenos causantes de la PE, al ser mas sensible (>90%) y especifica (>95%) que otro
método, también es una prueba que favorece para el diagndstico de animales con infeccion
cronica por PE. Se ha utilizado ampliamente en entornos de investigacion para la deteccion
de infecciones por B. caballi en équidos y vectores (garrapatas). Por lo tanto, se considera un
complemento de la microscopia y la serologia (Onyiche et al., 2019; Gonzélez Jiménez et
al., 2021). Mediante la aplicacion de esta prueba, B. caballi puede ser detectado dentro de

los ocho a doce dias posteriores a la infeccion (Dirks et al., 2021; Camino Gutiérrez, 2022;).
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Actualmente ninguno de los métodos ha demostrado ser confiable para la deteccion
de caballos con infeccion cronica. Por lo tanto, se recomienda el uso de mas de un método

de deteccion de portadores asintomaticos (Briining, 1996; Tirosh-Levy et al., 2020)

2.3.5. Tratamiento y prevencion

El tratamiento de los équidos con PE permite reducir los signos clinicos y la tasa de
letalidad. Algunos farmacos han demostrado una eficacia considerable en la eliminacion de
las infecciones por B. caballi. Sin embargo, la eliminacidén de estos patdogenos no tiene un
impacto considerable, especialmente en los paises endémicos, ya que la inmunidad de por
vida se confiere con una infeccidon cronica pero subclinica (Briining, 1996; Onyiche et al.,

2019).

El tratamiento mas utilizado es el dipropionato de imidocarb, del cual la dosis para
infecciones por B. caballi es de 2mg/kg cada 24hrs via intramuscular hasta completar dos
aplicaciones (Onyiche et al., 2019; Tirosh-Levy et al., 2020; Dirks et al., 2021). El
tratamiento se considera exitoso en la eliminacion de estos patdgenos si tres pruebas de PCR
consecutivas, cada una con un mes de diferencia, arrojan resultados negativos. Sin embargo,
dado que los piroplasmas pueden secuestrarse en el bazo y persistir alli, incluso las pruebas
de PCR negativas repetidas no permiten descartar por completo el estado de portador (Dirks

et al.,2021; Ahedor et al., 2023).

Actualmente no se cuenta con vacuna contra la piroplasmosis equina. El control de
la enfermedad se basa en la combinacion de terapias farmacoldgicas, control de vectores y
transporte restringido de caballos infectados (Tirosh-Levy ef al., 2020). Las estrategias de
manejo y control de la enfermedad dependen de la zona donde ésta se encuentra. En zonas
endémicas el control se basa en tratamientos farmacologicos orientados a la disminucién de
signos clinicos en infecciones agudas. Recomendéandose el uso estratégico de acaricidas para
reducir, pero no eliminar, la exposicion a las garrapatas, con el objetivo de fomentar el

transporte de animales sin signos clinicos (Tirosh-Levy et al., 2020).
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En zonas no endémicas, como Estados Unidos, Japon y Australia, se niega la entrada
y exportacion de caballos seropositivos, poniendo inclusive en cuarentena o realizando la
matanza de cualquier animal positivo dentro del pais. Los animales movilizados de zonas
endémicas a zonas no endémicas requieren, ademas de cuarentena, tratamientos acaricidas

para prevenir la distribucion de garrapatas vectores (Tirosh-Levy et al., 2020).

2.4. Epidemiologia de Babesia caballi

Numerosos estudios fueron realizados por el parasitdlogo aleman Profesor Karl
Enigk a principios de la década de 1940, quien describio la epidemiologia y biologia de la
enfermedad. Enigk fue uno de los primeros investigadores en intentar enumerar 11 especies
de garrapatas como vectores de B. caballi, destacando los géneros Dermacentor, Hyalomma
y Rhipicephalus. Aunque el trabajo de Enigk representd un logro importante, cambios en la
nomenclatura algunas especies descritas en su trabajo ya no son valido, debido a esto a
menudo no estd claro que especies de garrapatas estdn implicadas (Schwint et al., 2008;

Rodrigues et al., 2017).

La prevalencia de B. caballi no aumenta con la edad y es mayor en animales jovenes
(Tirosh-Levy et al., 2020), en México durante el afio 2022 se reportd una seroprevalencia del
55.7% para B. caballi entre los estados de Chiapas, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Tabasco y Yucatan (Salinas-Estrella et al., 2022). Alva-Trujillo ef al. en un estudio en 2018
mostr6 una seroprevalencia del 84.3% para piroplasmosis equina en tres regiones del estado
de Veracruz, dividiéndose en 74.4% para 1. equi, 57.4% para B. caballi y 47.5% para
infecciones mixtas (B. caballi y T. equi) lo cual fue confirmado mediante la prueba de
cELISA (Alva-Trujillo et al., 2018). En estudios anteriores como el realizado por Canti-
Martinez et al. en 2012 determiné mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) una
seroprevalencia de piroplasmosis equina del 61.7% en caballos de Nuevo Ledn con diferentes
funciones zootécnicas, donde el 45.2% de T. equi y 27.4% de B caballi (Canta-Martinez et
al., 2012).
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2.4.1. Distribucion

La PE tiene una distribucion global, aunque en muchos paises solo ocurre
esporadicamente. Es endémica en las regiones tropicales y subtropicales donde se sabe que
existen las garrapatas vectores, estableciendo su presencia en Asia, América del Sur, América
Central, Africa, sur de Europa y algunas partes del sur de los Estados Unidos (Onyiche et al.,
2019; Tirosh-Levy et al., 2020; Dirks et al., 2021).

B. caballi esta distribuida en zonas tropicales y subtropicales, siendo endémica de
Brasil, Sudafrica, Turquia y China. Y en el caso particular de Europa, se conocen infecciones
en diversos paises, especialmente en Espafia, Portugal, Francia, Grecia, Bélgica e Italia
(Tirosh-Levy et al., 2020; Dirks et al., 2021). La distribucion de las garrapatas vectoriales
puede ser un factor para determinar si la PE es endémica en una zona, es decir, si ocurre de

forma regular, esporadica o no ocurre en absoluto (Dirks et al., 2021).
2.5. Impacto de la piroplasmosis equina

La poblacion mundial de équidos domésticos era de aproximadamente 112 millones
en 2013, pero muchos équidos domésticos se concentran en paises en desarrollo, donde se
utilizan ampliamente como animales de trabajo (Figura 6) (Brooke, 2022). Alrededor del
23% de la poblacion de équidos domésticos reside en el continente africano, donde muchos
se encuentran muy cerca de reservorios de vida silvestre (Gilbert et al., 2018, 2022; Brooke,

2022).
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Figura 6. Distribucién mundial de équidos.
Mapa de modelo dasimétrico que ejemplifica la distribucion mundial de equinos por kilometro
cuadrado (Gilbert et al., 2022).

La PE presenta una distribucion global, estimdndose que aproximadamente el 90%
de la poblacion mundial de equinos domésticos vive en zonas endémicas de la enfermedad
(Tirosh-Levy et al., 2020; Mendoza et al., 2024). En donde las tasas de infeccion con uno o
ambos parasitos a menudo superan el 60% o mas del 90% en ciertas regiones (Mendoza et
al., 2024; Gupta et al., 2026). Sin embargo, la mayoria de los equinos infectados cursan
cuadros cronicos sin presentar algin signo de enfermedad clinica. El desplazamiento de estos
animales portadores clinicamente sanos a regiones con garrapatas vectores competentes,
puede ser una fuente de infeccion para poblaciones de caballos no expuestos, siendo esta
dinamica eco-epidemiologica la base en la propagacion de la enfermedad (Scoles & Ueti,

2015; Tirosh-Levy et al., 2020; Camino Gutiérrez, 2022;).

En todo el mundo, la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA) rastrea los
casos de piroplasmosis equina, estableciendo que solo Australia, Canad4, Gran Bretafa,
Irlanda, Japon, Nueva Zelanda y, hasta hace poco, Estados Unidos se encuentran con un
estatus zoosanitario libre de PE (Ristic, 2018; WOAH & WAHIS, 2023). Aunque la PE es
considerada de gran importancia en regiones donde los équidos todavia son una fuente
significativa de fuerza de trabajo, la importancia econdmica primaria se encuentra en el
movimiento internacional de caballos para el comercio y la participacion en eventos

deportivos internacionales (Rothschild, 2013; Timoney, 2000). Por esto, los paises con
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estatus libre de PE restringen la entrada de équidos infectados basados en el dictamen de
pruebas seroldgicas, medida aplicada en diversos paises endémicos con el objetivo de
prevenir la introduccidon de cepas diversas y posiblemente mas virulentas (Axt et al., 2024;
Mendoza et al., 2024). Sin embargo, el aumento del movimiento internacional de caballos,
el desarrollo de poblaciones de garrapatas con mayor resistencia a los acaricidas quimicos y
los cambios climaticos y de uso de suelo son factores (Onyiche et al., 2019; Coultous et al.,
2023), que en conjunto con la mala gestion de la poblacidon equina, incluida la atencion
veterinaria inadecuada, la mala nutricion y el exceso de trabajo (Scoles & Ueti, 2015) pueden
exacerbar el efecto de la infeccion y aumentar el riesgo de propagacion de estos parasitos a

regiones que anteriormente estaban libres.
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III. JUSTIFICACION

La piroplasmosis equina es una enfermedad de reporte obligatorio, distribuida
mundialmente. Los protozoos causantes de la enfermedad son transmitidos por diversas
especies de garrapatas Ixodidas. Al no existir vacuna, su prevencion se basa en el control de

vectores.

Ambyomma mixtum es una garrapata con amplia distribucion que va desde Estados
Unidos hasta Ecuador; en México es reconocida como la segunda especie de garrapata con
mayor importancia médica ya que es vector de multiples patogenos. Al ser una garrapata de
tres hospedantes se ha encontrado parasitando diversos mamiferos, entre ellos los équidos,
por lo tanto, es necesario determinar si A. mixtum tiene capacidad como vector bioldgico de
B. caballi, uno de los protozoarios causantes de la piroplasmosis equina, para encaminar de

forma adecuada las estrategias de control.

IV. HIPOTESIS

La garrapata Amblyomma mixtum es vector bioldgico de Babesia caballi.
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V. OBJETIVOS

5.1.

Objetivo general

Determinar la presencia de Babesia caballi en garrapatas Ambyomma mixtum que

parasitan ¢quidos mediante su deteccion molecular en 6rganos clave y progenie.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.
5.2.4.

Objetivos especificos

Determinar el porcentaje y distribucion de parasitosis por 4. mixtum en
équidos.

Determinar la presencia de B. caballi en glandulas salivales y ovarios de A.
mixtum.

Determinar la presencia de B. caballi en larvas de A. mixtum.

Evaluar el rol evolutivo de B. caballi con relacion a la dindmica ecoldgica de

A. mixtum.

26



VI. MATERIALY METODOS

El presente estudio fue aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

Naturales por medio del dictamen 127FCN2023.
6.1. Estrategia experimental

El proyecto experimental se estructurd en 4 etapas principales: 1) Etapa biologica:
consistié en el muestreo de poblaciones de équidos en regiones tropicales de México para la
captura de los potenciales vectores biologicos del agente patégeno; ii) Etapa taxondémica:
destinada a identificar las especies de vectores que parasitan a las poblaciones muestreadas;
ii1) Etapa ovo-molecular: dirigida a determinar la presencia de B. caballi en las larvas
eclosionadas a partir de la ovoposicion de las hembras ingurgitadas; y iv) Etapa vector-
molecular: orientada a la diseccion de 6rganos clave implicados en la transmision de B.
caballi para confirmar su presencia en dichos 6rganos y dilucidar su posible rol en la

transmision del patogeno (Figura 7).

Incubacion de adultas

hasta ovoposicion

Adultas
repletas

Muestreo de garrapatas en
caballos de campo

.

Discccion de nPCR
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Figura 7. Representacion esquematica de la estrategia experimental para la deteccion de B. caballi en

glandula salival y ovarios de 4. mixtum?.

“Figura disefiada por Becerra-Guevara, E. (2024) de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Auténoma de Querétaro.
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6.2.1. Muestreo

Durante el mes de octubre de 2024 se realizé un muestreo en la comunidad de Vega
de Alatorre, Veracruz (20°01°42°'N 96°38°51"'0). Se muestrearon un total de 20 equinos
pertenecientes a diferentes ranchos cuyo fin zootécnico es el arreo de ganado en potrero. Se
considero el periodo de octubre para el muestro debido a que es una época del afio donde se
pueden encontrar estadios adultos e inmaduros de garrapatas en poblaciones animales de los
tropicos (Labruna et al., 2009; Sundstrom et al., 2021). Se realiz6 una inspeccion craneo-
caudal de todos los equinos de donde se obtuvieron especimenes de diferentes regiones
anatdmicas, estableciendo como fijo muestras de orejas, cara, cuello, térax, axilas, abdomen,
ingle y region perianal. Se establecid colectar un numero de 30 especimenes de garrapatas
por animal muestreado con el objetivo de poder estimar parametros estadisticamente

significativos y sus tendencias (Hertzog, 2008).

Finalizado el muestro las garrapatas se lavaron empleando una solucion de benzal
al 5% con el objetivo de eliminar el exceso de restos bioldgicos (pelo, tierra, etc.), y antes de
ser depositadas en frascos con algodon humedecido, se secaron para evitar el crecimiento de
hongos (Estrella et al., 2022). Las garrapatas colectadas se depositaron en frascos para

facilitar su identificacion, conservacion, y transporte (Gulley & Johnson, 2021).

6.2.2. Identificacion taxondmica

Se realizo la identificacion taxondmica de los especimenes colectados, mediante
claves descritas por Guzman-Cornejo et al. (2011), Nava et al. (2019), y Sonenshine ef al.,
(2013). Se dividieron los especimenes y se seleccionaron solo aquellos identificados como
género Amblyomma, los cuales se enviaron al Laboratorio de Inmunologia y Vacunas
(LINVAS) ubicado en la Facultad de Ciencias Naturales campus Juriquilla, para efectuar una
segunda identificacion taxonomica, y confirmar la especie de los especimenes seleccionados.
Con base en las caracteristicas encontradas en los especimenes se conservaron aquellos

identificados como Amblyomma mixtum (Rodriguez Mallon et al., 2023).
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Para la evaluacion de significancia estadistica de la identificacion y coleccion de las
muestras se realizaron dos categorizaciones, la primera fue con base en los géneros de
garrapatas colectadas (Amblyomma, Dermacentor, y Rhipicephalus), y 1a segunda en relacion
con los sitios de localizacion de las garrapatas en los equinos para la cual se dividieron en 8
regiones anatomicas, denominadas como abdomen, axilas, cara, cuello, ingle, orejas, region
perianal, y torax. Los estadisticos descriptivos se determinaron con la aplicacion de una
prueba de chi cuadrada con un valor de significancia de 0=0.05 con el objetivo de determinar
la asociacion estadisticamente significativa entre género de garrapata y sitio de fijacion

anatdmica en los equinos.

6.2.3.  Evaluacion bioldgica transovarica en Amblyomma mixtum

Las garrapatas adultas repletas fueron colocadas en la incubadora, donde se
mantuvieron en condiciones de 28-29°C, una humedad relativa del 80-90% durante un
periodo de 7-14 dias hasta su ovoposicion (Ueti et al., 2003), transcurrido el periodo de
ovoposicion, los huevos se depositaron en viales de forma individual, y se retiraron las

hembras post-ovoposicion para extraccion de ADN (Reifenberger et al., 2022).

En el caso de las adultas semi-repletas, fueron empleadas para diseccion, con el
objetivo de realizar la coleccion e identificacion de sus glandulas salivales y ovarios (Patton
et al., 2012; Tidwell et al., 2021), los cuales fueron lavados con solucién de buffer fosfato

salino (PBS) estéril y colocados en tubos estériles de SmL.

Para la extraccion de ADN de los tejidos obtenidos se empled el kit el DNeasy Blood
& Tissue (Qiagen) (Reifenberger et al., 2022). Al finalizar el proceso de extraccion del
material gendomico, se realiz6 su cuantificacion a través del NanoDrop (Garcia-Alegria et al.,
2020). Al obtener concentraciones y cumplir con estandares adecuados de pureza el ADN,
establecidos en un valor > 2.0 para la relacién 260/280 nm y >2.2 para la relacion 260/230
nm (Jones et al., 2020), las muestras se coloraron en tubos estériles de 1.5mL para poder ser

almacenado a -20°C.
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6.2.4.  Deteccion de B. caballi en tejidos

El ADN obtenido de los tejidos disectados de las garrapatas fue empleado para
realizar la deteccion molecular de B. caballi mediante la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa anidada (nPCR) utilizando el protocolo descrito por (Schwint et al., 2008) para
amplificar del gen rap-1 con algunas modificaciones (Cuadro 1) (Niu et al., 2014; Mahmoud

etal., 2016).

La reaccion externa se prepard en un volumen final de 12.5ul, consistente en 1ul de
ADN, 0.5ul de cada cebador (rap-1E FW y rap-1E RV), 6.25ul del Dream Taq Green Master
Mix y 4.25ul de agua grado biologia molecular (Bhoora et al., 2010; Niu et al., 2014;
Mahmoud et al., 2016), sometiendo la reaccion a condiciones especificas en el termociclador

(Anexo I) (Bhoora et al., 2010).

Cuadro 1. Oligonucleotidos cebadores para PCR anidada de B. caballi.

REACCION EXTERNA
Identificacion Secuencia (5°-3") Amplificacion
rap-1E FW* GATTACTTGTCGGCTGTGTCT Fragmento de 375 pb* del nt* 314
rap-1E RV* CGCAAGTTCTCAATGTCAG al 6338

REACCION INTERNA
rap-11 FW GCTAAGTACCAACCGCTGA  Fragmento de 222 pb del nt 467 al
rap-11 RV CGCAAGTTCTCAATGTCAG 63838

*FW=Forward, RV=Reverse, pb=pares de bases, nt=nucledtido

La reaccion interna (anidada) también se prepard un volumen final de 12.5ul que
contenian 1pl del producto de la reaccion externa, 0.5ul de cada cebador (rap-11 FW y rap-
1T RV), 6.25ul de Dream Taq Green Master Mix y 4.25ul de agua grado biologia molecular
(Anexo II) (Bhoora et al., 2010). Finalmente, los productos de nPCR se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, migrando a 85V durante 60 minutos en una camara

de electroforesis con buffer TAE 1X (Voytas, 2000). Para verificar amplificacion correcta del
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producto gendomico de B. caballi como control positivo se empled el DNA obtenido de un
raspado de una muestra de frotis sanguineo positivo a B. caballi y el control negativo fue

agua de grado biologia molecular.

6.2.5.  Deteccion de B. caballi en huevos y larvas

Se tomo un porcentaje de los huevos obtenidos de las garrapatas adultas para realizar
la extraccion de ADN empleando el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) (Reifenberger et
al., 2022), se evalud la concentracion del ADN extraido mediante el NanoDrop (Garcia-
Alegria et al., 2020) almacenando el producto obtenido en tubos de 1.5mL a -20°C. Por otro
lado, el porcentaje restante de huevos fueron pesados y almacenados en viales, para ser
mantenidos en una incubadora bajo las condiciones de temperatura de 28-29°C, y humedad
relativa del 80-90% durante un periodo de 5-7 semanas hasta su eclosion (Ueti ef al., 2003).
Una vez que las larvas eclosionaron, se realizd la extraccion (Reifenberger et al., 2022) y
cuantificacion (Garcia-Alegria ef al., 2020) del ADN de las larvas eclosionadas. Finalmente
se realizo la deteccion de B. caballi en huevos y larvas mediante el protocolo de nPCR

previamente descrito.

6.2.6.  Ensayo in silico para Babesia caballi

Al aplicar los ensayos moleculares, se realizO un disefio experimental
complementario mediante un andlisis filogenético para plantear la relacion entre divergencia
evolutiva del parésito y la dindmica ecologica del vector. Para el analisis evolutivo se
emplearon un total de 75 secuencias del gen rap-1 de B. caballi (disponibles en

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) las cuales fueron alineadas (Kumar et al., 2018). La

dindmica evolutiva fue inferida usando el método de Cadenas de Markov Monte Carlo para
estimar el rango se sustitucion, el cual se corrio a 100 millones de generaciones con un
muestreo cada 1,000 para permitir la convergencia entre los parametros (Hicks et al., 2019).
En el modelo de las tasas evolutivas se aplico la distribucion Gamma (4 categorias, (+G,
parametro = 0.3580)). El analisis estadistico del arbol se realizd con un bootstrap de 1,000

iteraciones y configurado en FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Los 20 equinos muestreados (12 machos y 8 hembras) tenian edades entre 4 a 6
afos. Se colectaron un total de 600 garrapatas (n=30 especimenes/equino), los cuales fueron
categorizados en género a partir de las claves propuestas por (Guzman-Cornejo et al., 2011;;
Sonenshine et al., 2013; Nava et al., 2019); dichas claves proporcionaron informaciéon para
identificar los estadios del género Amblyomma (Anexo III). Al categorizar las garrapatas se
realiz6 un registro con base a su frecuencia por género (Cuadro 2), como también el
porcentaje de distribucion de las garrapatas en relacion a la fijacion por region anatomica en

los 20 equinos muestreados de los dos ranchos (Anexo IV), dicha

Cuadro 2. Frecuencia y porcentaje de garrapatas identificadas por género.

Género Frecuencia %
Amblyomma sp 197 32.83
Dermacentor sp 138 23
Rhipicephalus sp 265 44.17
TOTAL 600 100

Con base a la frecuencia de especies identificadas en los équidos, se observé que los
géneros con mayor presencia fueron Amblyomma sp y Rhipicephalus sp, 1o cual concuerda
con un estudio realizado por (Gonzalez-Cerdn et al., 2009) quienes identificaron que las
especies de Amblyomma cajennense y Boophilus microplus en el ganado bovino también
presentan competencia vectorial de poder infestar a équidos por efecto de actividades
ganaderas; dicha conclusion concuerda con lo observado ya que las dos poblaciones de
equinos muestreados de diferentes ranchos contaban con el fin zootécnico de arreo de

ganado.

Evaluando la frecuencia de distribucion de las garrapatas sobre los equinos (Figura

8), se observo que las poblaciones de Amblyomma se encontraron con mayor disposicion en
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el cuello (x’=43.7334, gl=1, P<0.00001)°, axilas (x’=1.6399, gl=1, P<0.00001), e ingle
(x?=2.1823, gl=1, P<0.00001); lo cual concuerda con lo descrito por (Sundstrom et al.,
2021) quienes encontraron que las garrapatas adultas tienen predileccion por la ingle, ninfas
por cuello y pecho, y larvas por cuello y miembros; sin embargo, con el muestreo realizado
encontramos que las garrapatas Amblyoma tienen mayor predileccion de encontrarse en el
cuello que en otras regiones. En cambio, en el género Dermacentor se observd con mayor
predileccion en las orejas (x’=44.5598, gl=1, P<0.00001) de los équidos en relacion a otras
regiones, lo cual coincide con los sitios anatomicos donde ha sido reportado la presencia de
esta garrapata sobre los hospedantes (Townsend, 1893), a pesar de que también se han
identificado especimenes adultos en el pecho y axilas, y las ninfas y larvas en el térax
(Sundstrom et al., 2021), en los equinos muestreados se limitaron solamente a las orejas. Y
finalmente, Rhipicephalus tuvo como sitios de predileccion la region toracica (x’=17.5574,
gl=1, P<0.00001) e inguinal (x’=16.1481, gl=1, P<0.00001), lo cual coincide con lo
descrito por (Tirosh-Levy et al., 2018) quienes establecieron que estos especimenes tienden
a colectarse de la region inguinal de los équidos, aunque también han sido localizados en la

region pre-femoral y perianal (Ali ef al., 2014).

% garrapatas colectadas
=
(=2} (o] (=]

E=

o=}

Orejas Cara Cuello Torax Axilas  Abdomen  Ingle Region
perianal

B Amblyomina W Dermacerntor Rhipicephalus

Figura 8. Porcentaje de garrapatas colectadas por region anatémica.

Sx?= Valor de la prueba de Chi cuadrada, gl=grados de libertad, P= valor estadistico para aceptar o rechazar la
hipotesis nula
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De los ensayos ovo-vector molecular realizados a los especimenes de A. mixtum se
obtuvieron las siguientes evaluaciones de la concentracion de ADN extraido de las glandulas

salivales (GS), ovario (Ov), larvas (Lv) y huevos (Hv) (Cuadro 3 y 4).

Cuadro 3. Evaluacion de muestras de glandulas y ovarios de A. mixtum semi-repletas.

Muestra  Concentracion (ng/ul) 260/280 260/230

CVo01 GS! 14.3 1.55 1.35
CV01 Ov? 9.53 2.14 0.44
YV03 GS? 18.3 1.5 3.23
YV03 Ov* 4.2 1.76 -0.03

ICV01 GS=Caballo Vega 01 Glandulas salivales, 2CV01 Ov= Caballo Vega 01 Ovarios, *YV03 GS=Yegua
Vega 03 Glandulas salivales, *YV04 Ov=Yegua Vega 04 Ovarios.

Cuadro 4. Evaluacion de ADN de huevos y larvas de A. mixtum con 10 dias de edad.

Muestra Concentracion (ng/ uL)  260/280  260/230

CV06 Hv' 4.3 1.74 -1.64
CV06 Lv* 2.7 1.38 0.16
CV08 Hv? 14.26 1.24 2.03
CV08 Lv* 18.46 1.76 0.23

ICV06 Hv=Caballo Vega 06 huevos, 2CV06 Lv=Caballo Vega 06 Larvas, *CV08 Hv=Caballo Vega 08 Huevos,
4CV08 Lv =Caballo Vega 08 Larvas.

Dentro de las medidas de absorbancia de 260/280 se ha establecido que un rango
igual a 1.8 es aceptable para la pureza de ADN, y entre 2.0 a 2.2 para la relacion 260/230
(Lucena-Aguilar ef al., 2016; Brajkovic et al., 2018). Sin embargo, en los rangos de pureza
de la extraccion de 4cidos nucleicos de garrapatas (Jones et al., 2020) establecidé que deben
ser valor > 2.0 y >2.2, respectivamente. Al analizar los valores obtenidos del proceso de
extraccion de DNA, se observa que 4 muestras obtenidas a partir del kit DNeasy Blood &
Tissue (Qiagen) presentan valores aceptables libres de contaminantes y el resto desarrollo
contaminacion por proteinas y alcoholes con base a los valores establecidos por (Lucena-
Aguilar et al., 2016; Brajkovic et al., 2018), quienes indicaron que valores <1.6 indican

contaminacion por estos compuestos.

En cambio, con el rango 260/230 todas las muestras mostraron contaminacion por

compuestos biologicos (lipidos, proteinas, carbohidratos) (Lucena-Aguilar et al., 2016;
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Brajkovic et al., 2018), y una muestra (YV03 GS) presentd contaminacion por sales, lo cual
proporciona informacion en disefiar modificaciones en protocolos de extraccion para obtener
muestras libres de contaminantes. Al evaluar ambas relaciones de absorbancia en conjunto
con el rendimiento de acidos nucleidos (2.7 a 18.46 ng/uL), todas las muestras presentaron
bajos niveles de pureza y rendimiento de ADN. Sin embargo, el estudio realizado por Jones
et al. (2020) donde evaluaron diversos métodos de extraccion de ADN al determinar la pureza
en muestras de garrapatas concluyeron que muestras con bajo rendimiento al ser sometidas
a ensayos moleculares (PCR) son viables para realizar productos de amplificacion, aunque
pueden desarrollar fragmentacion o barrido de la banda. Con base a lo descrito en dicho
experimento se plantea que las muestras empleadas en el ensayo fueron viables para la
obtencion de productos de amplificacion, con la limitante de que las muestras positivas

presentaran barrido de la banda en el gel de agarosa.

En las pruebas de nPCR se evaluaron las amplificaciones obtenidas a partir del ADN
extraido de las larvas, asi como de los organos (glandulas salivales y ovarios) de los
especimenes adultos A. mixtum (Figura 9 y 10). En la figura 9 se observan las amplificaciones
obtenidas a partir del ADN de glandula salival y ovario agrupados e identificados por
garrapata. El control positivo muestra una banda de amplificacion entre 200 y 300 pares de
bases (pb), lo que concuerda con la amplificacion esperada para el gen rap-1 que es de 222pb
(Schwint et al., 2008). Se observa que ninguna muestra generdé una banda de amplificacion
esperada a nivel del control positivo, asi como el control negativo tampoco generd ninguna
banda. Por lo tanto, se determina que no se encontrdé material genético de B. caballi en

glandula salivales y ovarios de los especimenes muestreados.

En la figura 10 se observan las amplificaciones obtenidas a partir del ADN de larvas
identificadas por garrapata de la que fueron obtenidas. De igual forma que en los geles para
los 6rganos, el control positivo muestra una banda de amplificacion entre 200 y 300pb, lo
que concuerda con la amplificacion esperada para el gen rap-1 (Schwint ef al., 2008). Se
observa que ninguna muestra gener6 una banda de amplificacion esperada a nivel del control

positivo, pero si generando bandas a niveles superiores a las 400pb, lo que con cuerda con lo
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descrito por Jones et al. (2020) al generar un barrido. En este caso el control negativo
tampoco generd ninguna banda. Con esta informacion se determind que no se encontrd

material genético de B. caballi en las larvas eclosionadas de los huevos de los especimenes

muestreados.

AmV02
AmV03
AmVo04
AmV05
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Figura 9. Deteccion de B. caballi en glandula salival y ovarios de A. mixtum
Visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 2%. 1) MTM 100pb= Marcador de talla molecular 100
pares de bases, 2) Ctl+ = Control positivo, 3) AmVO01= Amblyomma mixtum Vega 01, 4) AmV02= Amblyomma
mixtum Vega 02, 5) AmV03= Amblyomma mixtum Vega 03, 6) AmV04= Amblyomma mixtum Vega 04, 7)
AmV05= Amblyomma mixtum Vega 05, 8) Ctl- =Control negativo.
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Figura 10. Deteccion de B. caballi en larvas de A. mixtum.
Visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 2%. 1) MTM 100pb= Marcador de talla molecular 100
pares de bases, 2) Ctl+ = Control positivo, 3) LAmVO01= Larvas de Amblyomma mixtum Vega 01,4) LAmV02=
Larvas de Amblyomma mixtum Vega 02, 5) LAmVO03= Larvas de Amblyomma mixtum Vega 03, 6) LAmV04=

Larvas de Amblyomma mixtum Vega 04, 7) LAmVO05= Larvas de Amblyomma mixtum Vega 05, 8) Ctl- =Control
negativo.
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A partir del ensayo molecular, se concluye que la especie A. mixtum no participa
como un vector competente en el ciclo biologico de transmision de B. caballi. Lo cual
concuerda con lo descrito por Scoles et al. (2011) donde diferentes especies de garrapatas
han actuado como vectores de 7. equi, pero solamente el género Dermacentor se ha
relacionado en la transmision de B. caballi (Estrella et al., 2022; Salinas-Estrella et al., 2022).
Sin embargo, el rol de A. mixtum ain no se ha esclarecido y debido a su amplia distribucion
a nivel mundial (Aguilar-Dominguez et al., 2021), es necesario estudios complementarios

bajo condiciones controladas para determinar la competencia vectorial.

Para denotar la importancia del rol eco-evolutivo del parasito en relacion con la
dindmica ecologica del vector, se realiz6 un andlisis filogenético del gen rap-1 de B. caballi
en el cual se aprecia que el parasito presenta una marcada divergencia evolutiva, del cual se
han generado dos clados principales el asiatico y el africano (Figura 11). Para el caso del
clado africano, este promovid la formacion del linaje europeo y del asidtico occidental; en
cambio, el clado asiatico ha mostrado un mayor flujo evolutivo ya que se presentan los linajes
americanos (norteamericano, sudamericano y central) como asiaticos (oriental y sudeste-
oriental). Con esta divergencia evolutiva se observa que la distribucion de B. caballi (Ristic,

2018) esta relacionada con la circulacion de linajes dentro de las regiones endémicas.

Con esta informacion podemos inferir que 4. mixtum, al estar distribuida desde el
sur de Texas y Florida, hasta regiones del norte de Sudamérica (Aguilar-Dominguez et al.,
2021) puede tener relacion con los linajes norteamericano, sudamericano y central de B.

caballi.

El control y disefio de estrategias inmunoldgicas contra el agente también deben de
ser orientadas en determinar la verdadera competencia vectorial de los géneros de garrapatas
circulantes en cada region, en especial aquellos que presentan tanto amplia distribucion como
ciclos biologicos de tres hospedantes (claves en la diseminacion de cepas y promocion de

divergencia evolutiva del agente causal) como es el caso de A. mixtum.
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Figura 11. Dindmica evolutiva de Babesia caballi en el mundo.

La construccion de un analisis filogenético a partir de 75 secuencias del gen de la proteina rap-1 de B.
caballi se gener6 empleando el método de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) aplicando el aplicando
el modelo de GTR + G. El arbol se visualizo en el programa FigTree v1.4.4, donde las ramas indican flujo
evolutivo de las cepas con relacion a la region geografica, demostrado que los multiples linajes evolutivos de
B. caballi tiene su origen africano y asiatico.
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VIII. CONCLUSIONES

El muestreo realizado determin6 que el sitio de predileccion para encontrar esta
especie (4. mixtum) sobre los équidos es el cuello, pero también pueden localizarse en la
region axilar e inguinal a pesar de no existir una asociacion estadisticamente significativa.

Lo que puede ser usado como referencia para estrategias de muestreo posteriores.

Los resultados obtenidos no refutan la hipotesis que A. mixtum es vector biologico
de B. caballi. Pero podrian indicar que a diferencia de D. nitens, vector ya confirmado para
B. caballi, no son capaces de transmitir al pardsito durante varias generaciones por lo cual
las garrapatas A. mixtum de campo que parasitan équidos de trabajo no contienen material

genético de B. caballi en los 6érganos necesarios para su transmision.

Sin embargo, es necesario llevar a cabo una infeccion controlada de las garrapatas e
identificar ADN del agente bajo los mismos protocolos utilizados en este estudio para
determinar su capacidad como vector biologico. Ya que como se pudo observar tanto la
dindmica eco-epidemiologica como la evolutiva se deben desempefiar a la par para entender
la competencia vectorial del agente y determinar el rol clave de vectores en la dispersion del

agente y establecer medidas estratégicas en el control contra el agente y el vector.
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X. ANEXOS

Anexo I. Protocolo de la reccion externa de PCR para B. caballi

Ciclos Temperatura  Tiempo
95°C 5 minutos

25 ciclos  95°C 20 segundos
60°C 20 segundos
72°C 20 segundos

Extension  72°C 5 minutos
4°C 00

Anexo II. Protocolo de la reccion interna de PCR para B. caballi

Ciclos Temperatura  Tiempo
95°C 5 minutos

25 ciclos  95°C 5 segundos
60°C 5 segundos
72°C 5 segundos

Extension  72°C 5 minutos
4°C 00
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Anexo III. Identificacion taxonémica por estadios para Amblyomma mixtum

Panel A muestra la vista dorsal de una garrapata adulta hembra, panel B ejemplifica vista dorsal de una
hembra adulta®

La fotografia ejemplifica la vista dorsal y ventral de una garrapata adulta macho*

¢ Fotografia obtenida por Becerra-Guevara, E. (2024) en las instalaciones del Laboratorio de Inmunologia y
Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro
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Panel A muestra vista dorsal de A. mixtum en estadio de ninfa, el panel B es la vista ventral del estadio
de ninfa, y finalmente el panel B muestra la vista dorsal del estadio larvario de A. mixtum’

7 Fotografia obtenida por Becerra-Guevara, E. (2024) en las instalaciones del Laboratorio de Inmunologia y
Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro
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Anexo IV. Frecuencia y porcentaje de garrapatas localizadas en équidos.

Region Garrapatas % Amblyomma  %T*  %R*  Dermacentor %T %R Rhipicephalus %T %R
Orejas 134 2233 17 2.83 12,69 107 17.83 79.85 10 1.67 7.46
Cara 16 2.67 16 267 100 O 0 0 0 0

Cuello 54 9 40 6.67 74.07 6 1 11.11 8 1.33  14.81
Torax 64 10.67 17 2.83 2656 3 0.5 4.69 44 7.33  68.75
Axilas 152 2533 43 7.17 2829 9 1.5 592 100 16.67 65.79
Abdomen 21 3.50 7 1.17 3333 0 0 0 14 233 66.67
Ingle 141 23.50 54 9 38.30 4 0.67 284 83 13.83 58.87
Region 18 3 3 0.5 16.67 9 1.5 50 6 1 33.33
perianal

TOTAL 600 100 197 32.83 138 23 265 44.17

%T=Porcentaje total, %R=Porcentaje por region anatomica en relacion al total identificado
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