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RESUMEN
En la actualidad la exportacion e importacion de ganado bovino sigue aumentando y de este
modo también va en aumento los agentes patogenos que se distribuyen de una regién a otra,
las bacterias pertenecientes a los géneros Ehrlichia sp. y Rickettsia sp. son de gran
importancia en el area de salud, ya que estas afectan a distintos animales, tanto domésticos
como silvestres, los vectores son las principales fuentes de transmision de los agentes
patogenos, por lo tanto es de suma importancia la deteccion y su estudio en el ganado bovino
mexicano. Por lo tanto, el objetivo general del proyecto es identificar la presencia de
Ehrlichia sp. y Rickettsia sp. en las garrapatas Rhipicephalus sp. y Amblyomma sp.
recolectadas de los bovinos de zonas tropicales y templada de México. Para el proyecto se
tomaron en consideracion 4 estados del pais (Veracruz, Querétaro, Tabasco y Chiapas), los
cuales tienen una gran concentraciéon de ganado bovino y siendo 3 de estos estados los que
tienen las condiciones adecuadas para la proliferacion de garrapatas y de agentes patdogenos.
Uno de los primeros casos registrados fue en 2010, se reporto ehrlichiosis en ganado bovino,
la bacteria se aislo de una garrapata hembra Rhipicephalus microplus recolectada en Minas
Gerais, Brasil, por lo que la nombraron Ehrlichia minasensis cepa UFMG-EV, mientras que
en municipios de la zona centro y sur de Veracruz se recolectaron garrapatas de la especie
Amblyomma ovale de perros, y se identificé la presencia de Rickettsia parkeri. Debido a estos
antecedentes se plantean la hipotesis de que Ehrlichia sp. y Rickettsia sp. estdn presentes en
las garrapatas recolectadas. Mediante la recoleccion sistematica y la identificacion
taxondmica de 432 garrapatas, combinadas con técnicas moleculares, se logré detectar por
primera vez la presencia de Ehrlichia minasensis en el estado de Veracruz, asi
como Rickettsia parkeri'y Rickettsia amblyommatis en garrapatas de bovinos en Tabasco.
Estas evidencias amplian el conocimiento epidemiologico en México y evidencian la
circulacion de estos patdgenos en zonas con condiciones bioclimaticas favorables para
vectores. Los resultados resaltan la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemiologica
mediante técnicas moleculares para identificar y controlar oportunamente estos agentes,

reduciendo impactos econdmicos y riesgos a la salud publica.

Palabras clave: Bovinos, Ehrlichia, Rickettsia, Rhipicephalus, Amblyomma.
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ABSTRACT
Currently, the export and import of cattle continue to increase, and as a result, so does the
spread of pathogenic agents from one region to another. Bacteria belonging to the genera
Ehrlichia sp. and Rickettsia sp. are of great importance in the health field, as they affect
various animals, both domestic and wild. Vectors are the main sources of transmission of
these pathogenic agents; therefore, detection and study in Mexican cattle are of utmost
importance. Thus, the general objective of the project is to identify the presence of Ehrlichia
sp. and Rickettsia sp. in ticks of the genera Rhipicephalus sp. and Amblyomma sp. collected
from cattle in the tropical and temperate zones of Mexico. Four states of the country
(Veracruz, Querétaro, Tabasco, and Chiapas) were considered for the project, as they have a
large concentration of cattle, and three of these states have suitable conditions for the
proliferation of ticks and pathogenic agents. One of the first recorded cases was in 2010,
when ehrlichiosis was reported in cattle; the bacterium was isolated from a female
Rhipicephalus microplus tick collected in Minas Gerais, Brazil, which was named Ehrlichia
minasensis strain UFMG-EV. Meanwhile, in municipalities in the central and southern
regions of Veracruz, Amblyomma ovale ticks were collected from dogs, and the presence of
Rickettsia parkeri was identified. Based on this background, the hypothesis is that Ehrlichia
sp. and Rickettsia sp. are present in the collected ticks. Through systematic collection and
taxonomic identification of 432 ticks, combined with molecular techniques, the presence of
Ehrlichia minasensis was detected for the first time in the state of Veracruz, as well as
Rickettsia parkeri and Rickettsia amblyommatis in ticks from cattle in Tabasco. These
findings expand epidemiological knowledge in Mexico and demonstrate the circulation of
these pathogens in areas with bioclimatic conditions favorable for vectors. The results
highlight the need to strengthen epidemiological surveillance through molecular techniques
to promptly identify and control these agents, reducing economic impacts and public health

risks.

Keywords: Cattle, Ehrlichia, Rickettsia, Rhipicephalus, Amblyomma.
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I. INTRODUCCION

Las garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae (garrapatas duras), son artropodos
ectoparasitos, los cuales se alimentan de sangre de diversos animales, e incluso de humanos,
esto para completar su ciclo de vida, son sefialadas como los principales vectores en la
transmision de enfermedades, siendo algunas de estas zoonoticas, la presencia de las
garrapatas estd determinada por la presencia de los hospederos y la movilizacion de estos
(Cortes, 2010).

Un factor importante en la distribucion de las garrapatas es el cambio climatico, ya que
estas son sensibles a los cambios en la humedad, temperatura y luz solar, esto afecta en su
abundancia en el ambiente (Cortes, 2010), haciendo que las garrapatas puedan ser capaces
de llegar a zonas donde no habia presencia de estas (Beugnet, 2009).

Uno de los multiples hospederos con los que cuentan las garrapatas es el ganado bovino,
en el cual, el INEGI reporta que en agosto 2024 se obtuvo 146,189 cabezas de ganado a nivel
nacional, las cuales son para produccion de carne de consumo humano, por su parte la
secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, reporta que, los ganaderos de México, durante
el ciclo 2022-2023, se comercializaron 901,754 cabezas de ganado en pie (De Agricultura y
Desarrollo Rural, 2024).

La exportacion e importacion de ganado bovino sigue aumentando y de este modo
también va en aumento los agentes patdgenos que se distribuyen de una region a otra, en
recientes estudios se han localizado Ehrlichia minasensis en ganado bévido de Colombia,
Brasil y Canadé (Aguiar et al., 2019) b.

Las bacterias Ehrlichia minasensis y Rickettsia parkeri son de gran importancia en el
area de salud ya que estas afectan a distintos animales, tanto domésticos como silvestres, por
lo tanto, es de suma importancia la deteccion y su estudio en México ya que no se tienen
registros de la presencia de E. minasensis.

En 2004 se confirmd por primera vez una infeccion en humanos por Rickettsia parkeri
(Herrick et al., 2016), identificada en la zona norte del pais, también en el estado de Veracruz
(Sanchez-Montes et al., 2019), estas siendo identificadas en garrapatas Amblyomma ovale

recolectadas de perros, siendo esto de gran importancia por su cercania de estos a los



humanos y a su uso también el sector ganadero se debe investigar si las garrapatas de los

bovinos cuentan con este agente.

Debido a la importacién del ganado bovino en México, se debe realizar una vigilancia
epidemioldgica exhaustiva para identificar un intercambio de agentes patdgenos transmitidos
por vectores (Rhipicephalus microplus y Amblyomma sp.), esto debido a que, en diversos
paises se han reportado la presencia de los agentes antes mencionados, sin embargo, en

Meéxico solo se ha reportado Rickettsia parkeri la zona sur del estado de Veracruz.

Por lo anterior se decidio realizar esta investigacion para verificar la presencia de Ehrlichia
minasensis 'y Rickettsia parkeri en bovinos y en las especies de garrapatas Rhipicephalus
microplus y Amblyomma sp. de las zonas: tropical y templada de México, y poder determinar

si son agentes presentes y que sea necesario investigar mas sobre estos.



II. ANTECEDENTES

2.1.  Garrapatas

Las garrapatas son artropodos que pertenecen a la clase Arachnida, por lo tanto, tienen
cercania a las arafas y escorpiones, sin embargo, su cuerpo no tiene las caracteristicas
morfoldgicas de los insectos, ya que carece de las clasicas divisiones de cabeza, torax y
abdomen, siendo que su cuerpo se encuentra fusionado en una sola pieza (Estrada-Pena,

2015).

Estas presentan un linaje antiguo, ya que existen ejemplares encontrados de ambar
sepultado del periodo cetaceo (100 millones de afios), en Birmania, (Petney et al., 2011),
actualmente las garrapatas presentes pertenecen al suborden Ixodida, en el cual se compone
de 3 familias: Ixodidae o también llamadas garrapatas duras, Argasidae conocidas como
garrapatas blandas, y Nuttalliellidae, de la cual solo se conoce una especie (Nuttalliella

namaqua) esta familia es considerada como un eslabon perdido (Estrada-Pefa, 2015).

Las garrapatas de la familia Ixodidae, han sido parasitos obligados desde hace 200
millones de afios (Paleozoica tardia), siendo el género Ixodes el més primitivo, mientras que
los géneros Amblyomma y Hyalomma, pertenecen al periodo cretacico, mientras que los
géneros Dermacentory Rhipicephalus aparecieron de hace 65 millones a 70 millones de afios

aproximadamente (Wall y Shearer, 2008).

En la actualidad estos artrépodos con capaces de regular su temperatura corporal segiin
el ambiente en el que se encuentren, haciéndolos sensibles a los cambios en su entorno, como
cambios de temperatura ambiental, humedad y luz solar, esto afecta de forma significativa
su distribucién y abundancia, disminuyendo o incrementando su capacidad vectorial, esto
ultimo siendo mas relacionado a las garrapatas de la familia Ixodidae, ya que transmiten
enfermedades, las cuales algunas son zoondticas, provocando que estos agentes patogenos

tengan una distribucion distinta y mas amplia (Cortés, 2010).



2.2.
2.

Rhipicephalus microplus
2.1. Generalidades

Las garrapatas de mayor importancia ganadera es la perteneciente al género
Rhipicephalus, dentro de la familia Ixodidae, que agrupa a las garrapatas duras, siendo la
especie Rhipicephalus microplus, antes conocida como Boophilus microplus (Alonso-

Diaz y Fernandez-Salas, 2022).

Este ectoparasito afecta mayormente a la industria de las zonas tropicales, actia como
un vector transmitiendo patdogenos (Brossard y Wikel, 2004), La infestacion por este
ectoparasito se traduce en disminucion de la ganancia de peso, reduccion en la produccion
de leche y deterioro progresivo del animal, lo que repercute directamente en la

rentabilidad de las explotaciones ganaderas (Kirby y Blackwood, 2021).

Algunos de los agentes patdégenos que transmite son los responsables de
enfermedades como la babesiosis y la anaplasmosis, que pueden provocar altas tasas de
morbilidad y mortalidad en los rebafios, incrementando atin mas las pérdidas econdmicas
asociadas (Kirby y Blackwood, 2021), estas garrapatas son de un solo hospedador y
presentan un ciclo de vida corto a comparacidon con otras especies, permitiendo que al
afio se tengan de cinco a seis generaciones, esto también depende de las condiciones

climaticas (Estrada-Pefias et al., 2022).

La eficacia de R. microplus como vector depende de diversas propiedades bioldgicas,
como su capacidad de supervivencia, desarrollo y reproduccion, asi como la habilidad de
los patogenos para desarrollarse dentro del vector, asi mismo la plasticidad ecologica de
la garrapata, contribuyen a su importancia epidemiologica en la transmision de agentes
patogenos entre animales domésticos, especialmente en sistemas de producciéon (Liu et

al., 2018).

Las garrapatas R. microplus pueden infestar a: bufalos, caballos, burros, perros,

venados, borregos y cabras (Marques et al., 2020).



2.2.2. Distribucién en México
Los factores ambientales, como las condiciones climaticas y las variaciones
estacionales, afectan la supervivencia y actividad de las garrapatas, asi como la prevalencia
de los patdgenos que transportan. Cambios en el uso del suelo, la globalizacion del comercio
y los desplazamientos de animales, asi como el uso excesivo de acaricidas, pueden modificar

el comportamiento de las garrapatas (Liu et al., 2018).

La mayoria de las especies de garrapatas estudiadas residen en biomas de tipo
neartico o paleartico, lo que implica una preferencia por regiones con climas templados y
subtropicales. Estos biomas comprenden extensas areas de América del Norte, Europa y Asia,
donde predominan hébitats de bosques y pastizales, estos ambientes proporcionan las
condiciones climdticas y la disponibilidad de hospedadores necesarias para el desarrollo y
supervivencia de las garrapatas a lo largo de su ciclo de vida (Han y Yang, 2016), en la
actualidad su distribucion es mayor en las zonas con un clima calido himedo, en la Republica
mexicana se observa una gran distribucion, ya que cuenta con las condiciones ideales para
su reproduccion Alonso-Diaz y Fernandez-Salas, 2021), la presencia de R. microplus es amplia

siendo unicamente los estados de Chihuahua, Sonora, Baja California, Baja California Sur, Tlaxcala

y Ciudad de México los que se encuentran libres de esta garrapata (SENASICA, 2023).

Figura 1. Distribucion de Rhipicephalus microplus en México (SENASICA, 2023).



El ciclo bioldgico de las garrapatas R. microplus, puede ser de 65 dias, en condiciones
de laboratorio se menciona que necesita una temperatura de 28° C y una humedad del
80%, las larvas estdn de manera libre aproximadamente 3 dias, su siguiente muda la
realizan alrededor del dia 7 en el mismo sitio donde se alimenta, al dia 14 pasan a su fase
adulta, para el dia 18 se encuentra semi-repletas y las hembras comienzan a aparearse con
los machos, para el dia 20 se encuentran repletas (fase no parasitaria), pasa un promedio

de 21 dias hasta la eclosion de los huevos (Alonso-Diaz y Fernandez-Salas, 2021).

Ninfas —— Adultas jovenes alimentandose,
/ ey macho y hembra
Larvas infestando ; S - \

Teledginas desprendiéndose

/ase de vida libre

Figura 2. Ciclo biologico de Rhipicephalus microplus (Alonso-Diaz y Fernandez-Salas,
2021).

2.3.  Amblyomma sp.
2.3.1. Generalidades

Las garrapatas del género Amblyomma constituyen un grupo diverso de ectoparasitos
pertenecientes a la familia Ixodidae, comunmente conocidas como garrapatas duras, es
uno de los grupos més diversos, con multiples especies que parasitan una amplia variedad
de hospedadores, incluidos aves, reptiles, anfibios y mamiferos (Miller et a/.,2014), al ser

ectoparasitos hemat6fagos son capaces de transmitir agentes patdgenos (bacterias, virus,



protozoarios, helmitos), en el continente Americano, una de las mas comunes que causa
problemas en la produccion ganadera y en la salud publica, es la garrapata de la especie

Amblyomma cajennense (Aguilar-Dominguez et al., 2019).

La identificacion taxonomica de las garrapatas del género Amblyomma se ha basado
tradicionalmente en caracteristicas morfoldgicas observadas en ejemplares adultos. Sin
embargo, la morfologia puede ser insuficiente para delimitar especies, especialmente ante

la presencia de especies muy parecidas (Miller et al.,2014).

La estructura poblacional de las garrapatas y su capacidad para mantener ciclos
enzodticos de agentes patogenos estan influenciadas por factores ecoldgicos y
estacionales. Ademas, la presencia de multiples hospedadores en un mismo territorio
puede aumentar la complejidad de los ciclos de transmision, lo que dificulta la prediccion

y el control de los brotes epidemiologicos (Kolokoltsov, 2022).

En Panama, se utilizaron secuencias de codigos de ADN para la identificacion de
larvas y ninfas de garrapatas recolectadas de aves silvestres. Este estudio permitid
detectar la presencia de diversas especies, resaltando: A. dissimile y A. ovale, se identifico
un caso inusual, siendo el segundo registro mundial de A. dissimile, parasitando un ave
silvestre Coccyzus minor, esta especie de garrapata generalmente es asociada a reptiles y

anuros (Miller et al., 2014).

Su gran distribucion se debe a que se ha adaptado a distintos nichos ecologicos, ya
que puede estar en climas semi-aridos y subtropicales (Estrada-Pefia et al., 2004), en los
animales es capaz de transmitir Anaplasma marginale mientras que a los humanos les
puede transmitir Rickettsia rickettsii, es por esto que esta especie de garrapata es de mayor

importancia en medicina veterinaria (Aguilar-Dominguez ef al., 2019).

2.3.2. Distribucion en México
Su distribucion en el continente americano es desde el sur de Texas al norte de Argentina
(Estrada-Pefia et al., 2004), en México se encuentra estrechamente relacionada con las
regiones consideradas endémicas para diversas enfermedades transmitidas por vectores en la

region sur del pais, abarcando los estados de Jalisco, Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Morelos,



Puebla, Hidalgo y Tabasco, esto se atribuye a factores ecoldgicos y climdticos favorables
para su desarrollo, asi como a la coexistencia con hospedadores silvestres y domésticos que

facilitan su ciclo de vida (Monasterio et al., 2018).

L

Figura 3. Distribucion de Amblyomma maculatum en México (Ugalde-Villanueva, 2022).

Figura 4. Distribucion de Amblyomma mixtum en México (Ugalde-Villanueva, 2022).



El ciclo de vida de las garrapatas del género Amblyomma, al igual que otras
garrapatas ixodidas, se caracteriza por una sucesion de cuatro etapas principales: huevo,
larva, ninfa y adulto, las larvas emergen de los huevos y deben encontrar un hospedero
adecuado para alimentarse, posteriormente, bajan del hospedero 1 y realizar su muda a ninfas,
las cuales buscaran un nuevo hospedero para alimentarse y completar su desarrollo hacia la
fase adulta. En la etapa adulta, las hembras necesitan alimentarse nuevamente, generalmente
en un tercer hospedero, para poder reproducirse y poner huevos, tras la oviposicion, las
hembras adultas mueren. Este proceso puede durar varios afios dependiendo de las
condiciones ambientales y la disponibilidad de hospederos, en condiciones 6ptimas puede

completarse en aproximadamente dos anos (Monasterio et al., 2018).

Estas garrapatas al igual que las R. microplus, estan siendo localizadas en climas
tropicales y humedos del pais, aunque ain no son tan abundantes como las garrapatas ya
establecidas en estas zonas, estan demostrando su gran adaptabilidad, también compitiendo

por los nichos ecolégicos.

2.4.  FEhrlichia sp.
2.4.1. Generalidades.

La Ehrlichiasis es una enfermedad transmitida por garrapatas, pertenece al género de
Ehrlichia, es una alphaproteobacteria gram-negativa intracelular obligatoria (Aguiar ef al.,
2019a), residen en vacuolas dentro de las células hospedadoras eucariotas (Tatarinova et al.,
2015), pertenece al orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia
(Cabezas-Cruz et al, 2016). Estas bacterias comparten caracteristicas taxondmicas y
biologicas con otros géneros de la misma familia, como Anaplasma y Neorickettsia,
diferenciandose de otras por su modo de vida intracelular y su falta de citoplasma tefible

(Tatarinova et al., 2015).

Entre las especies mas comunes que afectan a los animales son Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii que afectan a los caninos, Ehrlichia ruminantium a los
rumiantes y Ehrlichia muris a ratones (Aguiar et al., 2019b), siendo Ehrlichia minasensis

propagada en caninos y bovinos, causando manifestaciones clinicas en los animales



infectados (Li ef al., 2019), los roedores pueden actuar como reservorios principales durante

las fases juveniles del vector (Ferreri et al., 2016).

En 2010 se reportd ehrlichiosis en ganado bovino, se asoci6 que la enfermedad era
causada por la bacteria Ehrlichia ruminantium (Aguiar et al.,2019b), posterior a esto se
identifico que era una especie de Ehrlichia estrechamente relacionada con E. canis, siendo
que esta infecta al ganado bovino y ciervos (Gajadhar et al., 2010), el aislamiento, cultivo in
vitro y caracterizacién molecular de este agente se logr6 cuando la bacteria se aislo de una
garrapata hembra Rhipicephalus microplus recolectada en Minas Gerais, Brasil, por lo que

la nombraron Ehrlichia minasensis cepa UFMG-EV (Cabezas-Cruz ef al., 2016).

Al medio oeste de Brasil, se reportd en una clinica que causa ehrlichiosis en terneros de
ganado doble proposito, el cual fue infectado experimentalmente (Aguiar et al., 2014),
posteriormente, se logrd aislar, secuenciar y caracterizar la cepa Cuiaba de E. minasensis de
un bovino naturalmente infectado, proveniente de un hato con infestacion cronica de

garrapatas Rhipicephalus microplus cerca de Cuiaba, Brasil (Aguiar et al., 2019b).

La relevancia clinica de Ehrlichia sp. radica en su capacidad para causar enfermedades
febriles agudas, que pueden complicarse en individuos inmunocomprometidos o no tratados
oportunamente, por esto vigilancia de la seroprevalencia en animales domésticos, permite
inferir el riesgo de exposicion en humanos y, por ende, anticipar la aparicion de
manifestaciones clinicas en poblaciones humanas expuestas a estos vectores (Self et al.,

2018).

La sinologia clinica reportada en bovinos infectados por E. minasensis incluyeron; fiebre
y depresion, en la necropsia se observan los ganglios linfaticos mesentéricos agrandados e
inflamados, sin ninguna otra lesidn macroscépica, en el examen patologico se observan las
morulas en el citoplasma de células mononucleares (Aguiar et al., 2019b). Esta bacteria ha
sido encontrada no solo en las garrapatas Rhipicephalus microplus, sino también en
Amblyomma spp. (Iweriebor et al., 2017), por lo tanto, su distribucion geografica es amplia
ya que la podemos localizar en Canadd, Brasil, Croacia (Aguiar et al., 2019b), Etiopia,

Francia, Israel, Pakistan, Sudafrica, China (Li et al., 2019).
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El diagndstico serologico constituye uno de los métodos mas utilizados para la deteccion
de enfermedades transmitidas por garrapatas, la sensibilidad de las pruebas serologicas en las
fases tempranas de la infeccion es limitada, situdndose entre el 40% y el 60%, lo que puede
conducir a resultados falsos negativos. Por este motivo, la serologia solo se recomienda en
ausencia de manifestaciones clinicas caracteristicas, por la baja sensibilidad de estas pruebas
en fases tempranas es importante realizar una evaluacion clinica cuidadosa y la necesidad de

métodos diagndsticos complementarios en casos ambiguos (Hossain et al., 2021).

2.4.2. Transmision de Ehrlichia sp.

La ehrlichiosis es transmitida mediante un vector, las cuales son garrapatas del género
Rhipicephalus spp. y Amblyomma spp., estas se convierten en su hospedero, almacenandose
en las glandulas salivales de la garrapata, mas no es transmitida de manera transovarica a la
descendencia de las garrapatas, infectan al animal mediante la saliva contaminada al
alimentarse de este, sin importar el estadio en que se encuentre la garrapata (Saito y Walker,

2016).

También se da la transmision por co-alimentacion o no sistémica se produce cuando una
garrapata adquiere el patdégeno al alimentarse simultdneamente junto a otras garrapatas
infectadas en el mismo hospedador, sin que sea necesaria una infeccion sistémica, es breve
o de baja intensidad (Ferreri ef al., 2016). El periodo de incubacion es de 8 a 20 dias, en este
tiempo se multiplican en el citoplasma de células mononucleares, y continua con la

infestacion (Saito y Walker, 2016).

La transmision de estos patdgenos suele ser vertical en sus hospederos, la transferencia
horizontal entre hospedadores ha sido la mas comun, esta plasticidad en los mecanismos de
transmision y adaptacion intracelular contribuye a la capacidad de Ehrlichia sp. para infectar
una amplia gama de hospedadores y establecer infecciones persistentes (Koutsovoulos et al.,

2014).
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2.5.  Rickettsia sp.
2.5.1. Generalidades.

Es una bacteria gram-negativa, intracelular obligada (Harris et al., 2018), son pequeias
(0.2 a 0.5 um), se tifien débilmente con la tincion de Gram (Mateus-Anzola et al., 2020).
Estas especies de Rickettsia se encuentran predominantemente en biomas nearticos o
palearticos, habitando principalmente ambientes de bosques y pastizales, los cuales se
encuentran en el centro y norte del pais, como se muestra en la figura 5. Diversas especies de
garrapatas han sido identificadas como posibles vectores de enfermedades, aunque no todas
son reconocidas actualmente por la comunidad de salud publica como vectores zoondticos

de importancia (Han y Yang, 2016).

@ vatorral
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Manglar

Figura 5. Principales Ecosistemas de México (CONABIO, 2014).

El género Rickettsia estda compuesto por 35 especies, que a su vez se divide en 5 grupos,
siendo el grupo de fiebres maculosas (SFG) al cual pertenecen las especies: Rickettsia
conorii, R. massiliae, R. parkeri y R. rickettsii, y el grupo de tifo (TG) siendo solo las
especies: R. prowazekii 'y R. typhi (Sanchez-Montes et al., 2021) las que causan enfermedades
febriles, transmitida cominmente por las garrapatas del género Amblyomma sp. (Herrick et

al., 2016).

Rickettsia rickettsii era considerada como la inica rickettsiosis transmitida por garrapatas

que se tenia conocimiento que causaba enfermedad en humanos, pero en la actualidad se
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conocen otras especies que estdn provocando la presencia de signos clinicos en humanos

(Abarca y Oteo, 2014).

Rickettsia parkeri es un patégeno emergente, transmitida a los humanos por varias
especies de garrapatas, las cuales son; Amblyomma spp., Ixodes scapularis, Rhipicephalus

sanguineus, Dermacentor parumapertus y Dermacentor variabilis (Sanchez et al., 2018).

En 2004 se confirm6 por primera vez la infeccion de R. parkeri en humanos (Herrick et
al., 2016), actualmente se tiene registro de su presencia en 8 paises de América los cuales
son; Estados Unidos (Norte), Belice (Centro), Colombia, Peru, Brasil, Bolivia, Uruguay y
Argentina (Sur) (Sanchez et al., 2018).

Se ha identificado R. parkeri en estados de Estados Unidos colindantes con México, pero
no se contaba con registros de presencia de esta en el pais, hasta el 2018, que se identifico R.
parkeri en garrapatas Dermacentor parumapertus de Chihuahua y Sonora, poco después se
identifico el ADN de R. parkeri en garrapatas Amblyomma maculatum en el norte de Sonora
(Sanchez et al., 2018), en municipios de la zona centro y sur de Veracruz se recolectaron
garrapatas de la especie Amblyomma ovale de perros, y se identifico la presencia de R. parkeri

(Sanchez-Montes et al., 2019).

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por Rickettsia sp. en animales pueden variar
considerablemente dependiendo de la especie animal afectada y del agente rickettsial, los
signos clinicos mas frecuentes incluyen fiebre, letargia, anorexia y, en casos mas graves,
hemorragias cutdneas o en mucosas, esto debido a vasculitis y dafio endotelial. En perros y
gatos, pueden observarse ademas signos neuroldgicos, artritis y alteraciones hematoldgicas,
como trombocitopenia y anemia. En animales de produccion, la infeccion puede manifestarse
con disminucidn del rendimiento productivo, abortos y mortalidad. La presentacion clinica

puede ser aguda o subaguda, y en algunos casos subclinica (Maseleno y Hasan, 2012).

2.5.2. Transmision de Rickettsia sp.
Las rickettsias pueden transmitirse de una garrapata a otra de manera horizontal, es
cuando una garrapata se alimenta de un animal enfermo con alguna de las especies de

Rickettsias patogenas, manteniendo la infeccion a través de los diferentes estadios de
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desarrollo (transestadial), una vez que el agente patdgeno ingresa a la garrapata se aloja en
las glandulas salivales y en los ovarios, de esta manera es capaz de transmitir el agente
patdgeno a su descendencia siendo esta la transmision vertical (Harris et al., 2018). Una
tercera forma de infeccion entre artropodos es por co-alimentacion o no sistémica, cuando
distintos vectores (garrapatas, pulgas, piojos y dcaros) se alimentan del mismo hospedero, en
un sitio muy cercano entre ambos, esto puede suceder incluso si el hospedero atin no cuenta

con carga bacteriana en su sistema (Sanchez-Montes ef al., 2021).
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Figura 6. Transmision de Rickettsia parkeri, (Harris et al., 2018 y Sdnchez-Montes ef al.,
2021).
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II. JUSTIFICACION

La investigacion sobre la presencia de Ehrlichia minasensis y Rickettsia parkeri en
garrapatas que parasitan al ganado bovino es de relevancia para la salud animal y publica.
Estos agentes al ser bacterias pertenecientes al grupo de patdogenos transmitidos por vectores,

pueden causar enfermedades graves tanto en animales como en humanos.

El ganado bovino representa no solo una fuente fundamental de alimento y economia
para muchas comunidades, sino que también puede actuar como reservorio para estos

patogenos, facilitando su diseminacion a través de las garrapatas.

Es por esto que la deteccion temprana y precisa de estos agentes infecciosos en garrapatas
es esencial para disefar estrategias efectivas de control y prevencion que reduzcan el riesgo

de transmision.

IV. HIPOTESIS
Las garrapatas Rhipicephalus sp. y Amblyomma sp. que parasitan al ganado bovino son
portadoras de Ehrlichia minasensis y Rickettsia parkeri, representando un riesgo un

significativo para la salud animal.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Identificar la presencia de Ehrlichia minasensis y Rickettsia parkeri en las garrapatas
Rhipicephalus sp. y Amblyomma sp. que parasitan al ganado de las zonas tropical y templada

de México.

5.2 Objetivos Especificos
e Identificar morfologicamente las garrapatas colectadas de los bovinos en las zonas

de estudio.
e Detectar mediante PCR la presencia de los agentes Ehrlichia minasensis y Rickettsia

parkeri en las garrapatas colectadas.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Sitio de muestreo y tamafo de muestra

Para el presente estudio se tomaron en consideracion los estados de Chiapas, Querétaro,
Tabasco y Veracruz, los bovinos debian contar con la presencia de garrapatas para ser parte
del muestreo, estos fueron manejados usando técnicas de manejo del “Manual de sujecion,
derribo e incorporacion en especies mayores”, Seccion III, pagina 83-89 (Estrada-
McDermott et all, 2020), estas técnicas dependieron del temperamento de los bovinos y las

instalaciones de cada unidad de produccion.

Para el retiro de las garrapatas se comenzé revisando al bovino en el siguiente orden:
rostro, orejas, cuello, térax, miembros anteriores, abdomen y miembros posteriores, al
removerse se colocaron en frascos de recoleccion adaptados para que estas llegaran vivas al
laboratorio, estos frascos fueron rotulados con el nimero del bovino y del estado de donde

fueron tomadas, se retiraron un minimo de 25 garrapatas.
6.2 Identificacion Taxon6mica.

Las garrapatas recolectadas se lavaron con una solucion de cloruro de benzalconio al
10%, sumergiéndolas en esta durante 10min, posterior a esto se enjuagaron y fueron
identificadas mediante claves taxondmicas ya establecidas en el libro “Ticks of the Southern
Cone of America” (Nava et all., 2019, Estrada-Pena, 2015, Lado et all., 2018), para ser
colocadas de manera individual en tubos eppendorf de 1.5 ml estériles con 1 ml de etanol al
70%, los cuales fueron rotulados con el numero del bovino, la especie y sexo de la garrapata,

y el estado del que provienen.
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Figura 7. Forma de la base del capitulo de las garrapatas duras, A) sub-rectangular, B) triangular, D)
hexagonal y E) rectangular, imagen tomada del libro “Ticks of the Southern Cone of America” (Nava

etall,2019).
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Figura 8. Plano ventral de garrapatas machos de los géneros A) Ixodes, B) Rhipicephaluss y D)
Amblyomma longirostre, imagen tomada del libro “Ticks of the Southern Cone of America” (Nava

etall.,2019).
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6.3 Pruebas moleculares.

Para la extraccion de DNA, se tomd una por una de las garrapatas en una superficie
desinfectada y se realiz6 un corte en el idiosoma, entre la abertura anal y el espiraculo, fueron
colocadas en un tubo eppendorf estéril, del mismo modo se rotulo con los datos antes
mencionados, se empled una resina quelante (Chelex®), la cual se preparo6 al 10% con agua
libre de nucleasas, a cada muestra se le agrego 500 puL y se dejo incubando por 48 hrs a una

temperatura de 56° C. (ANEXO 1).

Se organizaron por grupos de 5 extracciones de DNA para elaborar los pools, estos se
llevaron a la campana de flujo, para evitar la contaminacion de estas, en una microplaca,
como se muestra en la Figura 8, se comenz6 en la columna 1A y en forma descendente, se
agregaron 20 pL de cada extraccion, cada pocito termino con un total de 100 pL, al terminar
se llevd a cabo la PCR tiempo real, los controles positivos que se emplearon fueron donados

por el Centro de Medicina Tropical.

Placa 40 Garrap. Karen Quert/\igt/Tabse/Chiap 20-NOV-2024

Figura 9.- Orden de los pools de DNA de garrapatas de Querétaro (1A-2D), Veracruz (3A-
4H), Tabasco (5A-9E) y Chiapas (10A-12G).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite la
amplificacion exponencial de un fragmento especifico de ADN a partir de una cantidad
inicial minima. (PCR punto final), para esto para por un ciclo térmico que consta de tres
etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension. En la desnaturalizaciéon, el ADN se
somete a altas temperaturas para separar las dos cadenas. Posteriormente, durante el
alineamiento, la temperatura se reduce para permitir que los cebadores se unan a sus
secuencias complementarias en cada cadena de ADN, en la etapa de extension, la temperatura
se ajusta para que la ADN polimerasa sintetice nuevas cadenas de ADN a partir de los ANTPs,
utilizando los cebadores como punto de inicio. Tedricamente, cada ciclo térmico duplica la

cantidad de fragmento de ADN objetivo, lo que conduce a una amplificacion exponencial.

Para la reaccion se prepar6 en varios tubos Eppendorf una mezcla de 3 pL. de DNA
de los plools realizados, y 27 uL de una mezcla formada por; GoTag® Green Mix Master
(Promega ®), primers sefialados en el Cuadro 1y de agua libre de nucleasas, seran colocados
en el termociclador para amplificacion del ADN, el producto de esto serd observado en gel
de agarosa al 1%, al cual se le agregara 1.5 pL de fluorocromo Sayto 60. Los resultados
positivos se cargaron en una placa de PCR y se enviaron a secuenciar, las secuencias

obtenidas fueron comparadas con las bases disponibles en GenBank.

Cuadro 1.- Primers utilizados para las PCR punto final de deteccion de agentes.

Ehrlichia sp. Rickettsia sp.

sb-330, 5'- GAT GAT GTC TGA AGA gen gltA (Citrato sintasa)

TAT GAA ACA AAT-3".
RpCS.415, 5'-GCT ATT ATG CTT GCG GCT GT

Dsb-728, 5'- CTG CTC GTC TAT TTT
ACT TCT TAA AGT-3". RpCS.1220, TGC ATT TCT TTC CAT TGT GC

Se tomaron los codigos de todas las que secuencias que estuvieran relacionadas a las
secuencias de los positivos, sin repetir los codigos que ya estuvieran seleccionados, los cuales

se descargaron, para ser utilizados en el Software MEGA 12, las secuencias positivas fueron
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nombradas con el codigo FIOMIA, GOIMIA y O19MIA, se alinearon y al terminar se utilizd

un servidor en linea para realizar el arbol filogenético.

C) Manejo de desechos

Los desechos fueron clasificados segun sus caracteristicas y del peligro de contaminacion
que impliquen estos, segiin la NOM-087-SEMARNAT- SSA1-2002, los residuos de sangre
se colocaron en recipientes herméticos de color rojo. Los objetos punzo cortantes se

colocaron en recipientes rigidos de polipropileno color amarillo (Profepa, 2022).

Las garrapatas se catalogaron como residuos patologicos y se colocaran en bolsas de

polietileno rojas para ser incineradas (Profepa, 2022).

VII. RESULTADOS

a) Identificacion morfoldgica.

De los estados de Chiapas, Querétaro, Tabasco y Veracruz se recolectaron un total de

432 garrapatas, obteniendo los siguientes resultados:

Cuadro 2.- Garrapatas segun su género y su estadio de desarrollo.

Rhipicephalus sp. Amblyomma sp.
N.?| Estado Hembra Macho | Ninfa | Hembra | Macho | Ninfa | Total
1) |Chiapas 78 26 2 2 4 3
2) | Querétaro 40 12 7 1 1 0
3) | Tabasco 90 44 18 7 12 5
4) |Veracruz 49 8 3 9 1 10
Total 257 90 30 19 18 18
Total Rhipicephalus sp. 377 Total Amblyomma sp. 55

En el caso de las garrapatas machos del género Rhipicephalus, todos pertenecian a la

especie R. microplus.
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b) PCR punto final

Los resultados de las pruebas PCR fueron colocados en geles de agarosa al 1%, y se realiz6
la electroforesis obteniendo resultados positivos de Rickettsia sp. en las garrapatas
muestreadas del estado de Tabasco, los cuales se pueden observar en la figura 9, también se
obtuvieron resultados positivos de Ehrlichia sp. en las garrapatas muestreadas del estado de

Veracruz.

A 2GS ARSNGB =101 )B: C

380-397 pb

Figura 10.- Resultado PCR con gen gltA Rickettsia sp., por electroforesis en gel de agarosa,
lineas 1-11= DNA de las garrapatas, A= Marcador molecular, B= control negativo, C=

control positivo.

¢) Arbol filogenético

En la siguiente imagen se puede observar que las secuencias obtenidas de los positivos
muestreados estan relacionados con secuencias genéticas de multiples especies del género
Rickettsia, como R. amblyommatis, R. parkeri, R. conorii, R. raoultii, R. prowazekii, R.

massiliae, entre otras, como lo indica la escala de sustituciones por sitio (de 0 a 0,1).
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Figura 11. Arbol filogenético de los resultados (en los cuadros rojos) de las muestras positivas a

Rickettsia sp.
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Asimismo se encontraron resultados positivos en el estado de Veracruz del Ehrlichia,

las cuales coinciden con E. minansensis.
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Figura 12. Arbol filogenético de los resultados (en los cuadros rojos) de las muestras positivas a

Ehrlichia sp.
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VIII. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este proyecto son significativos en el estudio de agentes
patdgenos transmitidos por garrapatas en el contexto del ganado bovino mexicano, resaltando
la deteccion molecular de R. parkeri en garrapatas del estado de Tabasco y E. minasensis en
Veracruz. Estos resultados, son los primeros relacionando a los agentes, vectores y a los
estados muestreados, implican un avance en la comprension de la dindmica epidemioldgica

de estos microorganismos y sus posibles impactos en la salud animal y publica.

Es importante mencionar que en México, la ganaderia bovina supone una actividad
economica sustancial, con méas de 146 mil cabezas de ganado registradas a nivel nacional y
una creciente exportacion e importacion (De Agricultura y Desarrollo Rural, 2024), que
facilitan la circulacién de agentes patogenos entre regiones, por lo tanto la presencia de
bacterias como Ehrlichia minasensis y Rickettsia parkeri en garrapatas que parasitan este
ganado adquiere particular relevancia porque representan riesgos con un amplio espectro:
afectan directamente la salud animal, disminuyendo la productividad y aumentando la
morbilidad y mortalidad; asimismo, tienen un potencial zoonotico que implica riesgos a la

salud publica.

La seleccion estratégica de cuatro estados con alta concentracion de ganado bovino y
condiciones Optimas para la proliferacion de garrapatas en tres estados, permite representar
la diversidad ecologica y epidemiologica de las zonas tropical y templada. La recogida
sistematica de garrapatas sobre los animales, seguida de la correcta identificacion taxondomica

apoyada en claves especializadas, asegura la calidad de las muestras estudiadas.

En este estudio solo se observaron garrapatas de la especie R. microplus, y del género
Amblyomma sp., siendo estes tltimo de multiples hospederos, por lo cual tienen una mayor
probabilidad a ser portadoras de distintos agentes patogenos, y que se pueda localizar de igual
manera en ganado bovino, esto hace que sea de suma importancia su estudio, ya que es una
especie domestica de importancia debido a su exportacion e importacion, facilitando la

movilizacion de agentes patdgenos y vectores a distintas regiones.
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Anteriormente se habia reportado en el estado de Campeche la presencia de R. parkeri 'y
R. amblyommatis en garrapatas recolectadas de cerdos silvestres del estado de Campeche

(Lopez-Pérez et all., 2022).

Uno de los hallazgos mas relevantes del estudio es el registro molecular por primera vez
de Ehrlichia minasensis en garrapatas Rhipicephalus microplus y ganado bovino en el estado
de Veracruz, esta bacteria emergente (describiéndose inicialmente en Brasil y otros paises)
no habia sido reportada en territorio mexicano, lo que representa un avance significativo para
la vigilancia epidemioldgica nacional. Su identificacién indica que esta region puede
constituir un foco de infeccion activa o latente, capaz de afectar la produccion ganadera local

y potencialmente extenderse a otras areas.

Simultaneamente, la deteccion de Rickettsia parkeriy Rickettsia amblyommatis en
garrapatas parasitando bovinos del estado de Tabasco amplia el conocimiento que se tiene
sobre el rango geografico y el espectro de hospedadores de estas bacterias. En particular, la
presencia de Rickettsia parkeri, reconocida como un patdogeno emergente y causante de fiebre
maculosa con manifestaciones hematoldgicas y cutaneas, reflejando la creciente distribucion
de esta especie bacteriana en América y confirma su circulacion en zonas tropicales
mexicanas. Ademads, la deteccion de R. amblyommatis, cuya importancia patogénica ain se

estudia, revela la complejidad ecoldgica y epidemioldgica del entorno vectorial.

El riesgo sanitario asociado a la diseminacion de E. minasensis y R. parkeri a través de las
garrapatas de los géneros Rhipicephalus y Amblyomma, es de alta relevancia, principalmente
porque afectan no solo a los bovinos como reservorios y huéspedes principales, sino que

poseen potencial zoonotico que puede comprometer la salud humana.

Estos registros permiten inferir que las condiciones climéticas, ecologicas y la presencia de
hospederos susceptibles en los estados estudiados favorecen la transmision y mantenimiento
de estas bacterias en ciclos naturales. Del mismo modo, subrayan la posible coexistencia de
multiples agentes patdégenos en un mismo territorio, incrementando la dificultad para su

diagnostico y control.
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La metodologia aplicada en el presente estudio, permitié obtener una muestra representativa
de los vectores asociados a bovinos en esos ecosistemas, y la aplicacion de PCR punto final
con primers especificos, seguida de secuenciacion y andlisis filogenético, confirmen la

fiabilidad de los resultados moleculares presentados.
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IX. CONCLUSIONES

El registro molecular por primera vez de Ehrlichia minasensis en garrapatas Rhipicephalus
microplus y ganado bovino en Veracruz constituye un avance epidemioldgico trascendental,
dado que hasta ahora los reportes en México estaban ausentes para esta bacteria emergente.
Del mismo modo, la identificacion de Rickettsia parkeriy Rickettsia amblyommatis en
garrapatas colectadas en bovinos de Tabasco representa la ampliacion del espectro de
hospedadores y zonas endémicas de estas especies bacterianas presentes en el pais. Estos
hallazgos son congruentes con los registros previos en paises vecinos y subrayan la capacidad
adaptativa y diseminacion geografica de estos agentes en regiones tropicales y templadas del

pais.

Epidemioldgicamente, estas evidencias implican que las regiones estudiadas, caracterizadas
por climas calidos y himedos adecuados para la proliferaciéon de garrapatas, pueden
constituir focos de infeccion latente o activa que favorecen la persistencia y circulacion de
estos patdgenos, la presencia de estos agentes ratifica la necesidad de monitorear estas zonas
como corredores epidemioldgicos claves para la vigilancia de enfermedades transmitidas por

vectores en México.

La deteccion de Rickettsia parkeri en garrapatas recogidas en Tabasco y Ehrlichia
minasensis en Veracruz representa una contribucién crucial para el conocimiento

epidemioldgico de estas zoonosis transmitidas por vectores en México.
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XI. ANEXO
ANEXO 1: Protocolo de extraccion de DNA con CHELEX en garrapatas.

El método CHELEX al 10% se fundamenta en ¢l uso de una resina de intercambio i6nico,
Chelex-100, que actua principalmente mediante la captura de iones metalicos divalentes,
como el magnesio (Mg2+) y el calcio (Ca2+), presentes en la muestra. Estos iones son
cofactores esenciales para la actividad de nucleasas, enzimas que pueden degradar el ADN
durante el proceso de extraccion. Al secuestrar estos iones, la resina Chelex-100 inhibe la

actividad de las nucleasas, protegiendo asi la integridad del ADN extraido.

1. Materiales:
-Guantes
-Cubrebocas
-Bata
-Marcado permanente
-Pinzas de diseccion
-Bisturi
-Caja de petri de cristal
-Agujas
-3 Tubos para centrifuga de fondo conico de 50 ml.
-Tubos ependorf de 1.5 ml
-Pipeta de 1000 pl
-Puntas para pipeta
-Cloro al 10%
-Alcohol 75%
-Agua destilada
-Chelex
-Termoblock

-2 Qradillas
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Uno de los tubos conicos se llena con cloro y el otro con alcohol y se colocan en una
gradilla, deben ser rotulados, las pinzas, el bisturi y la aguja, primero se desinfectaran
en el tubo con cloro y después se sacaran y colocaran en el tubo con alcohol para
eliminar el cloro y no se dafie la muestra.

La garrapata debe ser colocada en una caja de petri desinfectada, en el caso de que la
garrapata sea grande, con un bisturi se realiza un corte diagonal en el idiosoma, entre
el ano y el espiraculo, en caso de que la garrapata sea pequefia, con una aguja se hace
una puncion arriba del inicio de las placas adanales, como se muestra en las siguientes

imagenes:

Una vez realizado el corte, la garrapata se colocara en un tubo eperdorf esterilizado,
el cual se rotulard con la informacion de la garrapata.

Las pinzas y bisturi se colocaran nuevamente en el tubo con cloro y después en el tubo
con alcohol, la caja de petri también debe ser desinfectada con ambos agentes en el
orden ya mencionado, esto debe hacerse antes de colocar cada garrapata.

Una vez terminado con todas las garrapatas se debe agregar la solucion de CHELEX
al 10%, se agregara 500 ul, es importante mezclar la solucion cada que se toma
nuevamente con la pipeta, ya que esta tiende a separarse.

Debemos asegurarnos que las garrapatas estén en la solucion, después de cerrar los
tubos ependorf se deben pasar por el bortex por 5 a 10 segundos.

Las muestras deben ser colocadas en el termoblock el cual debe estar a 56° C, se dejan

incubando por 48hrs.
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9. Después de esto estard terminado el proceso de extraccion de DNA y podremos

continuar con la preparacion para la PCR.
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