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RESUMEN

En México, el género Rhipicephalus microplus es de gran importancia econdmica y
clinica debido a la transmision de agentes infecciosos como: Babesia bovis, Babesia
bigemina y Anaplasma marginale. El sistema inmunitario del becerro depende del consumo
de calostro para la obtencién de inmunoglobulinas. El objetivo del presente estudio fue
comprobar el papel del calostro en la resistencia contra B. bovis, B. bigemina y A. marginale
en becerros recién nacidos y hasta los 6 meses de edad en una zona endémica de R. microplus.
Se utilizaron 26 becerros, aleatoriamente 10 de ellos recibieron calostro comercial (CC), y
16 recibieron calostro materno (CM). Se tomaron muestras de sangre de las madres antes del
parto y a los becerros: 10 (CC) al momento del nacimiento y 16 (CM) después de la toma de
calostro; a las 24 horas post-calostro, a los ocho dias post-nacimiento y semanalmente hasta
los 6 meses de edad. A las muestras obtenidas se les realizaron estudios seroldgicos (ELISA-
IFT) y moleculares (PCR). Cada tercer dia, se realizo control de hematocrito y temperatura
rectal para evaluar la presencia clinica de las enfermedades En las madres se obtuvieron,
mediante pruebas serologicas, prevalencias de 83% para A. marginale, del 95% para B. bovis
y 93% para B. bigemina, confirmando la endemicidad de los microrganismos en la zona. Con
relacion a anaplasmosis, la rickettsia se observé por medio de frotis sanguineo en todos los
becerros del experimento, sin embargo, no se observo diferencia significativa entre los
grupos experimentales. En los grupos CC (7/10 animales) y CM (13/16 animales) se
observaron signos clinicos; por lo cual, se puede inferir que el calostro no interfiere en la
presentacion de anaplasmosis. Para babesiosis, mediante la observacion de frotis sanguineo,
se encontraron solo 4 animales positivos a B.bigemina y ninguno contra B. bovis. Durante
toda la fase experimental, los animales no presentaron signos clinicos congruentes a
babesiosis, por lo tanto, se puede corroborar que, sin importar el origen del calostro
consumido, los becerros poseen una resistencia a Babesia spp.

Palabras clave: Babesiosis, Anaplasmosis, Calostro, Inmunidad pasiva.



SUMMARY

In Mexico, the genus Rhipicephalus microplus is of great economic and clinical
importance due to the transmission of infectious agents such as: Babesia bovis, Babesia
bigemina and Anaplasma marginale. The immune system of the calf depends on the
consumption of colostrum to obtain immunoglobulins. The objective of this study was to
verify the role of colostrum in resistance against B. bovis, B. bigemina and A. marginale in
newborn calves and up to 6 months of age in an endemic area of R. microplus. 26 calves were
used, randomly 10 of them received commercial colostrum (CC), and 16 received maternal
colostrum (CM). Blood samples were taken from the mothers before delivery and the calves:
10 (CC) at birth and 16 (CM) after colostrum was taken; at 24 hours post-colostrum, at eight
days post-birth and weekly until 6 months of age. The samples obtained were performed
serological studies (ELISA-IFI) and molecular studies (PCR). Every third day, hematocrit
and rectal temperature control was performed to assess the clinical presence of the diseases
in the mothers, 83% prevalence was obtained for A. marginale, 95% for B. bovis and 93%
for serological tests. B. bigemina, confirming the endemicity of microorganisms in the area.
In relation to anaplasmosis, rickettsia was observed by means of blood smear in all calves of
the experiment, however, no significant difference was observed between the experimental
groups. In the CC groups (7/10 animals) and CM (13/16 animals) clinical signs were
observed; Therefore, it can be inferred that colostrum does not interfere with the presentation
of anaplasmosis. For babesiosis, by observing blood smears, only 4 animals positive for
B.bigemina and none against B. bovis were found. During the whole experimental phase, the
animals did not present clinical signs congruent to babesiosis, therefore, it can be
corroborated that, regardless of the origin of the colostrum consumed, the calves have a
resistance to Babesia spp

Key words: Babesiosis, Anaplasmosis, Colostrum, Passive immunity.
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I. INTRODUCCION

La babesiosis y la anaplasmosis se encuentran presentes en zonas tropicales y
subtropicales de M¢xico, estan distribuidas de acuerdo con la presencia del vector, la
garrapata del género Rhipicephalus spp (Solorio y Rodriguez-Vivas, 1997). Las pérdidas
economicas relacionadas a estas enfermedades se estiman en mas de 500 millones USD a
nivel mundial (Bock et al., 2004). Estas pérdidas son ocasionadas de manera directa por la
morbilidad y mortalidad de animales, la disminucién en los pardmetros de produccion
(kilogramos de leche y/o carne, calidad de la piel), y de manera indirecta por la compra de
medicamentos y productos para el control del vector (Rodriguez-Vivas-et al.; 2017); ademas,
dificulta la implementacion de programas para el mejoramiento genético en las regiones
donde estas enfermedades son endémicas (Yusuf, 2017). La babesiosis es causada por un
protozoario intraeritrocitico obligado, en México se encuentran dos especies de importancia
para la produccion bovina, Babesia bigemina y B. bovis (Bock et al., 2004; Gohil et al., 2013;
Gashaw et al., 2018). La anaplasmosis es una enfermedad causada por una bacteria Gram
negativo (Gram -), perteneciente al orden de los Rickettsiales. En el pais, la especie de interés
para la produccion bovina es Anaplasma marginale (Rodriguez et al., 2009; Kocan et al.,
2010). El cuadro clinico de estas enfermedades se caracteriza por anemia hemolitica, fiebre,
depresion y ocasionalmente la muerte (Suarez y Noh, 2011).

Los bovinos, por su tipo-de placentacion, son dependientes del consumo de calostro ya
que este los provee de inmunoglobulinas y de componentes de la respuesta inmune innata
(Tizard, 2009; Stelwagen et al., 2009). Se ha descrito que, parte de la respuesta inmune en
animales jovenes contra la babesiosis y la anaplasmosis proviene de la ingesta de calostro
(Mahoney, 1964; Mahoney et al., 1973; Meléndez et al., 2003). Diversos estudios mencionan
que la respuesta se debe principalmente a elementos de la inmunidad innata como
componentes celulares, activacion de sustancias opsonizantes y del 6xido nitrico presente en
monocitos. (Lohr, 1973; Brown y Logan, 1992; Brown et al., 1993; Wyatt et al., 1994; Bock
et al., 1999; Shoda et al., 2000; Brown et al., 2001; Goff et al., 2001; Goff ef al., 2002;
Brown, 2012).

El presente trabajo tuvo como objetivo comprobar si el calostro interviene en la

resistencia contra Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale en becerros recién

=



nacidos y hasta los 6 meses de edad, en una zona endémica de Rhipicephalus microplus.
Conocer esta informacidon permitird identificar los procesos de las enfermedades en
condiciones naturales en zonas endémicas, ya que la mayoria de los trabajos publicados se

han realizado bajo condiciones experimentales.

IN



II. ANTECEDENTES

2.1.1 Respuesta inmune en los bovinos

Los individuos se caracterizan por establecer mecanismos mediante los cuales le
permite mantenerse estructural y funcionalmente ante el ingreso de agentes invasores. El
sistema inmune se caracteriza por tener dos clases de respuesta, una de tipo innata y otra
adaptativa; la respuesta innata se caracteriza por ser la primera linea de defensa, esta posee
mecanismos celulares y moleculares que se establecen contra alguna infeccion, en tanto, la
respuesta inmune adaptativa se desarrolla y actia contra patdgenos que son capaces de evadir
o superar a la respuesta de la innata (Kindt ez al., 2007; Tizard et al., 2009).

La respuesta inmunologica del bovino es particular ya que dependen de la inmunidad
pasiva transferida por la madre por medio de la ingesta de calostro para adquirir
inmunoglobulinas, debido al tipo de placentacion (Godden, 2008). Otra de las caracteristicas
relevantes de la respuesta inmune del bovino son sus multiples variaciones en el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de la clase I y II; que en bovinos es denominado
BoLA. El cual los puede hacer susceptibles o resistentes a diversas enfermedades (Pastoret,

1998).

2.1.2 Caracteristicas de la inmunidad del feto

El proceso de formacion del feto en la gestacion involucra una cantidad de
mecanismos por los cuales los diferentes sistemas se desarrollan. El sistema inmunoldgico
del feto desarrolla mecanismos especificos e inespecificos de defensa, los cuales funcionan
sinérgicamente (Good y Papermaster, 1964). Dentro del feto bovino los o6rganos que
intervienen en la respuesta inmune se identifican segun Schultz ef al., (1973) en este orden:
el timo'y el bazo inician su formacion entre el dia 42 y 55 de gestacion, pero se desarrolla en
su totalidad sobre los dias 205 y 220 de gestacion; los ganglios linfaticos mesentéricos y
gastrointestinales se hacen presentes entre los 60 y 175 dias de la gestacion. Dentro de estos
mecanismos de defensa se incluyen: el sistema del complemento, el cual se evidencia hacia
los 90 dias de gestacion y los linfocitos en sangre fetal a los dias 75 y 80 de gestacion (Wilson

et al., 1992).

(68}



2.1.3 Inmunidad del becerro

La capacidad de respuesta inmunolodgica del animal posterior al nacimiento se ve
disminuida por el cortisol circulante en sangre, los niveles de linfocitos T del becerro se
encuentra en concentraciones similares a los del adulto; en tanto los linfocitos B aumentan
en los primeros seis meses de vida. (Baccili et al.,2018)

Posterior al nacimiento los 6rganos linfoides primarios y secundarios estan poblados
por células que se han desarrollado independientemente de la estimulacion antigénica. La
actividad de la inmunidad humoral, local y celular es deficiente en los terneros al nacer, estos
mecanismos se activan y fortalecen a medida que el animal va creciendo y exponiéndose a

diferentes antigenos presentes en el medio ambiente (Barrington y Parish, 2001)

2.1.4. Inmunidad pasiva

Inmunidad pasiva de describe como el proceso de obtener inmunidad pasivamente de
una fuente externa; como es el caso del recién nacido, quien debido a la barrera placentaria
requiere de la transferencia de inmunoglobulinas, a partir del calostro, para lograr sobrevivir,
este proceso se ve afectado por diversas causas, como: la concentracion de inmunoglobulinas,
calidad y tiempo en la ingesta del calostro, tiempo de descanso de la glandula mamaria,
enfermedades presentes en la ubre de la madre, entre otras. (Edwards et al., 1982; Stelwagen
et al.,2009, Mcgee y Early, 2018)

La absorcidon del calostro depende de dos procesos: el primero es la concentracion de
la secrecion de inmunoglobulinas (Ig) maternas en el calostro, éste se da mediante el
transporte activo de Ig de la sangre a la glandula mamaria; el segundo, se lleva a cabo en el
becerro, es un transporte transitorio no selectivo (Beser y Gay, 1994) que se da por medio de
la presencia del receptor especifico de Ig, receptor especifico de Fc neonatal (rFc), el cual
juega un papel importante en el transporte activo de Ig materna del calostro. Este proceso se
denomina pinocitosis activa; ocurre cuando las inmunoglobulinas son absorbidas en el
intestino delgado por las células cilindricas del epitelio donde las vacuolas llevan a las Ig a
linfa, de ahi pasan al conducto toracico y posteriormente a la sangre (Bush ez al., 1980; Staley

y Bush,1985; Tizard, 2009).

(B>



2.2 Calostro

El calostro, se define como la primera secrecion lactea que las hembras de los
mamiferos producen inmediatamente después del parto, contiene una alta concentracion de
inmunoglobulinas de tres isotipos diferentes (IgG, IgA e IgM). El isotipo IgG es el mas
abundante y representa el 75% del total de todas las inmunoglobulinas (Dunn et al., 2017)

También posee diversos componentes inmunes ligados a la respuesta innata'como:
macrdfagos, neutrdfilos, factores del complemento, proteinas de la fase aguda, citocinas pro
y antinflamatorias y un rango de péptidos y proteinas con actividad antimicrobiana directa.
Ademas, se encuentran linfocitos que representan el 20-25% de las células secretadas por la
glandula mamaria (Gonzales y Dus Santos, 2017), y hormonas que favorecen el crecimiento
y la maduracion de los efectos fisioldgicos para el desarrollo del ternero (Stelwagen et al.,

2009; Novo et al., 2017).

2.2.2. Calostro comercial

El uso del calostro comercial ha tenido grandes implicaciones en el manejo de los
becerros y en programas de suplementacién de neonatos donde se controla cantidad de
inmunoglobulinas transferidas. Ademas: en programas donde se pretenden erradicar o
controlar enfermedades y en programas sanitarios donde la problematica es el consumo de
calostro con baja calidad sanitaria (Lago et al., 2018).

El calostro comercial se conserva en seco por medio de: liofilizacion, deshidratacion
por microondas, y el secado por pulverizacidn, este Gltimo es un método eficiente que no
altera la trasferencia de inmunoglobulinas, siempre y cuando posea una concentracion

adecuada de Ig (Chelack et al., 1993).
2.3. Babesiosis

2.3.1. Generalidades

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por un protozoario intraeritrocitario
del género Babesia (Bock et al., 2004). En bovinos, hay dos especies de interés en México:

Babesia bovis y Babesia bigemina. Se encuentran ampliamente distribuidas en zonas

(O}



tropicales y subtropicales asociadas a la presencia de las garrapatas de los géneros
Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus annulatus (Gohil et al., 2013).

Victor Babes en el afio de 1888, concluyé6 que la causa conocida como
hemoglobinuria enzoodtica de los bovinos era un pequefio microorganismo intraeritrocitico al
cual denomind Haematococcus bovis. Posteriormente, en 1893 en Estados Unidos de
América, Smith informé que el agente responsable de la fiebre de Texas era un protozoario,
reconocid que era otra especie del protozoario y junto con Kilborne propusieron el nombre
de Pyrosoma bigeminun (posteriormente Babesia bigemina).()

Este protozoario tiene mayor relevancia porque se encontrd que era transmitido por
garrapatas, quienes desarrollaban descendencia portadora. La presencia de un artrépodo en
la transmision de la enfermedad introdujo un concepto en epidemiologia-de importancia para
el manejo y control del vector (Bock et al., 2004; Uilenberg, 2006; Yusuf, 2017).

En las regiones tropicales y subtropicales de México se encuentran cerca del 80% de
los sistemas de produccidon ganadero, estas zonas cumplen con las condiciones medio
ambientales para la presencia del vector que transmite la babesiosis. En estas areas, la
prevalencia de la enfermedad es superior al 50% en el ganado bovino (Foil et al., 2004),
ocasionando grandes pérdidas econdmicas por causas directas como: alta mortalidad y
morbilidad, disminuciéon de parametros productivos entre otros aspectos que afectan

directamente la rentabilidad de los sistemas de produccion (Rodriguez et al., 2017).

2.3.2 Taxonomia

Cuadro 1: Clasificacion taxonomica de Babesia spp.

Categoria Taxon
Plylum Apicomplexa
Clase Sporozoaside
Orden Eucoccodiaria
Suborden Piroplasmorina

[ep}



Familia Babesiidae

Género Babesia
' B. bigemina
Especies
B.bovis

Tomado de: Homer et al., 2000; Bock et al., 2004; Yusuf, 2017

2.3.3. Ciclo de vida

EL ciclo de vida de la Babesia spp. se lleva a cabo en dos. fases, una asexual y otra
sexual. La primera comienza a partir de la mordedura de la garrapata inoculando a los bovinos
los esporozoitos por medio de la saliva. Los esporozoitos penetran directamente en los
glébulos rojos, donde se desarrollan a trofozoitos quienes se multiplican por fisién binaria
produciendo dos merozoitos, los cuales al salir del eritrocito generan una lisis de éste y cada
merozoito invade un nuevo eritrocito. Se pueden presentar diferentes etapas de la replicacion
del parésito al mismo tiempo en el torrente sanguineo (Bock ef al., 2004).

La fase sexual inicia cuando la garrapata ingiere merozoitos con la sangre del bovino
infectado con Babesia. Los merozoitos o pregametocitos sobreviven para desarrollarse en
gametocitos. (Uilenberg, 2006). los cuales se fusionan en el lumen del tracto digestivo de la
garrapata para formar el cigoto, éste se transforma en una fase mévil, denominada oocineto,
el cual es capaz de escapar del epitelio intestinal medio e invadir los tejidos del cuerpo de la
garrapata, incluyendo los ovarios donde muchos huevos son infectados con Babesia.
Continuando como esporogonia y el desarrollo de numerosos kinetos (esporoquinetos);
algunos de los cuales invaden las glandulas salivales de las garrapatas donde se desarrollan
los esporozoitos, estos representan la fase infecciosa en el huésped mamifero. Como se

muestra en la figura 1 (Smith, 1978; Mosqueda ef al., 2012).
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2.3.4. Signos clinicos

La babesiosis se manifiesta como hemolisis y disturbios circulatorios ocasionados por
la presencia del pardsito en la sangre y su rdpida multiplicacién en los eritrocitos y
destruccion de estos, causando hemoglobinemia, hemoglobinuria y fiebre (Yusuf, 2017),
letargia, diarrea, anemia hemolitica, taquicardia, disminucién de los movimientos ruminales
e ictericia en la mucosa ocular y vaginal principalmente (Salem et al., 2016, Enbiyale et al.,
2018).

Las infecciones de B. bovis se presentan entre los dias 6 y 15 posteriores a la
infestacion de larvas de R. microplus o R. annulatus causando en los animales un sindrome
agudo caracterizado por un cuadro febril de 41°C o mas, ictericia no muy evidente y anemia
leve. Se pueden observar cuadros de agresividad marcada, ataxia, trastornos del equilibrio e
incoordinacidn, esto se debe a que los eritrocitos infectados con B. bovis se localizan en su
mayoria en los capilares de varios 6rganos como cerebro, cerebelo, rifion y musculos, en
donde se aglomeran produciendo bloqueos (Everitt et al., 1986; Wright y Goodger 1988;
Garcia et al., 2003; Gohil et al. 2013).

Generalmente la B. bigemina posee un periodo de incubacidn de 15 dias posteriores
a la infestacion con ninfas y adultos de R. microplus y R. annulatus. La hemoglobinuria
constituye uno de los rasgos mas caracteristicos, observandose también una intensa anemia,

fiebre y no hay presencia de signos neurologicos (Smith, 1978).

2.3.5. Epidemiologia

La babesiosis se encuentra distribuida a nivel mundial en zonas tropicales y
subtropicales, esta se encuentra ligada a las infestaciones de la garrapata R. microplus o R.
annulatus y su capacidad de inocular al protozoario dentro del huésped (Solorio-Rivera y
Rodriguez-Vivas, 1997); el protozoario debe generar tasas de infeccion dentro de las
garrapatas lo suficientemente altas para exceder los niveles de mortalidad de estas, y a su vez
poder infectar al bovino. En éste, la Babesia spp. debe de superar al sistema inmunologico y
garantizar niveles de parasitemia suficientes para infectar a nuevas garrapatas y asi asegurar

su permanencia en el medio (Meléndez, 1998)
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La posibilidad de infeccion transplacentaria no esta bien documentada, aunque hay
reportes de casos aislados (Neitz, 1956; Bracarense et al., 2001; Santarosa et al, 2013;
Oliveira et al., 2018).

El concepto de estabilidad enzodtica se relaciona con la interaccidon parasito-huésped-
medio ambiente, permitiendo que los animales adquieran resistencia inmunoldgica y rara vez
se presente la enfermedad de manera clinica, por consiguiente, en un estado de inestabilidad
enzootica, algunos animales dejaran de infectarse por un periodo prolongado posterior al
nacimiento, donde no desarrollan anticuerpos especificos para la enfermedad y presentaran
casos fatales de esta (Mahoney y Ross, 1972; Solorio-Rivera y Rodriguez-Vivas, 1997; Saad
y Zhisheng, 2015).

De acuerdo con la seroepidemiologia descrita por Montenegro (1992) en México se
presentan condiciones de estabilidad e inestabilidad enzodtica, reportando prevalencias para
B. bovis de 50% y de B. bigemina de 56% en Nuevo Ledn, Tamaulipas y Coahuila; mientras

que reporta una seroprevalencia de 77% en Guerrero y de 24.5 % en Veracruz para Babesia

spp.
2.3.6. Respuesta Inmunitaria contra Babesia spp

En los bovinos se describe un tipo de resistencia natural a la babesiosis, (Mahoney et
al., 1964) reportan que esta resistencia se debe a los anticuerpos transferidos por la madre
mediante el calostro; mas adelante identifican que los becerros menores a los 9 meses de edad
son refractarios a la infeccion clinica, (Mahoney et al.,1973). Posteriormente (Bock et al.,
1999) sefialan que la resistencia en el caso de la subespecie Bos indicus se debe a una menor
infestacion por garrapatas.

El parésito Babesia spp. posee mecanismos de evasion de la respuesta inmune dentro
del huésped de los cuales se mencionan: variabilidad antigénica, inmunosupresion, la
infeccion de células carentes de nucleo (eritrocitos), la citoadherencia y el secuestro de los
eritrocitos al endotelio vascular (De vos et al., 1976; Allred, 1995; Allred, 2003).

Los mecanismos que intervienen en la respuesta contra la infeccion por Babesia spp.
son dependientes de la respuesta inmune innata y/o humoral. La respuesta innata es aquella
que determina que los bovinos jovenes posean tolerancia a la babesiosis. (Brown ez al., 1991).

Estos mecanismos se deben a la activacion de macrofagos, monocitos, células NK (Natural
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Killer), liberacidn de radicales libres, de oxigeno y de nitrogeno. (Goff et al., 2010).EL bazo
en la inmunidad innata de los becerros, es de gran importancia, dado a su producciéon de
interleucina -12 (IL-12) y de 6xido nitrico (ON) (Goff et al., 2001); la respuesta inmune tipo
I que involucra el ON, la IL-4, IFN-y (interferon) y la expresion de 6xido nitrico sintetasa
(INOS) (Shoda et al., 2000; Goff et al., 2002) posee relevancia dada su alta actividad
fagocitica en el bazo (Schneider et al., 2011; Everitt et al., 1986). Ademas, la Babesia spp.
es sensible al estrés oxidativo debido a los procesos de peroxidacion lipidica y el dafio a las
membranas, acidos nucleicos y proteinas ocasionandole la muerte al parasito (Doyle et al.,
2016).

En tanto, los mecanismos de la respuesta inmune humoral o adquirida, obedecen. a la
respuesta dependiente de las células T cooperadoras, las cuales, contribuyen en la produccion
de citocinas que activan los macrofagos o la formacion de anticuerpos especificos contra
Babesia spp. (Brown et al., 1993; Goff et al., 2003).También se debe, a la estimulacion de
las lineas de defensa de células T ayudadoras CD4+ (Brown y Logan, 1992), estableciendo
una respuesta del tipo Th-1, ya que poseen actividad en la fijacién del complemento y
actividad efectora en macrofagos, asi mismo, la induccién de interferén (INF) que funciona
como interruptor en la produccion de anticuerpos del tipo opsonizante IgG 2 (Brown ef al.,

2001; Bastos ef al., 2008).

2.3.7. Diagnostico

El monitoreo de la enfermedad requiere del uso de métodos diagndsticos que posean
una alta sensibilidad y especificidad, ya que, la prevalencia de la enfermedad es importante
para la implementacién de técnicas de control (Buling ef al., 2007).

La infeccion por Babesia spp. se puede diagnosticar de dos maneras; la primera
consiste en la identificacion directa del parasito en muestras de sangre completa del bovino.
En la segunda se evalta la huella inmunologica dentro del huésped. Para la observacion
microscopica del parasito se implementan: la elaboracién de frotis sanguineos tefiidos con
colorante de Giemsa y revisados al microscopio a los 100x.; técnicas moleculares como la
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) que permite identificar al genoma del parasito

dentro del genoma del huésped (Figueroa et al., 1993; Chaudhry, ef al., 2010).



Las pruebas seroldgicas se realizan con la finalidad de determinar la huella
inmunologica de la infeccidon por Babesia spp. estas son: la enzimoinmunoensayo (ELISA),
fijacion del complemento; radioinmunoensayo (RIA) e inmunofluorescencia indirecta (IFT)
esta ultima es ampliamente utilizada ya que permite identificar animales portadores

asintomaticos (>90%) (OIE, 2014).

2.4. Anaplasmosis

2.4.1. Generalidades

Anaplasma marginale es una bacteria Gram (-). Se clasifica taxonémicamente en el
orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, que son organismos intracelulares obligados,
se encuentran exclusivamente dentro de las vacuolas unidas a la membrana de la célula del
huésped, y se multiplican tanto en individuos vertebrados como invertebrados. Debido sus
caracteristicas, de carencia de citoplasma y al ubicarse al margen del eritrocito se propuso el
nombre de Anaplasma marginale (Kocan et al., 2010).

La anaplasmosis tiene un gran impacto econdmico. Sus pérdidas se reportan para
América Latina en los 875 millones de délares. estas estan estimadas por la alta morbilidad
y mortalidad de bovinos que a su vez ocasiona disminucion en los parametros de produccion
de leche y conversion alimenticia en el ganado de carne; conjuntamente, es una de las
principales barreras para poder implementar programas de mejoramiento genético en zonas
tropicales y subtropicales (Rodriguez et al., 1999).

La enfermedad fue descrita por (Theiler 1911) en Sudafrica, identifico un pequefio
agente en los eritrocitos de los bovinos afectados por una anemia aguda, diferenciandolo del
causante de la fiebre de Texas con la que se solia confundir. Ademas de que se establecio

que la anaplasmosis podia coexistir con babesiosis dentro de un mismo individuo.

2.4.2. Ciclo de vida

La transmision de Anaplasma marginale puede ser de manera mecéanica por picadura
de insectos hematdfagos o fomites que contengan sangre infectada. Biologicamente por
garrapatas ya que 4. marginale tiene dentro de estos organismos parte de su ciclo de vida,

siendo éste un mecanismo mas eficiente (Kocan, ef al., 2010), ademas de los vectores
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biologicos, 4. marginale también se puede transmitir de manera transplacentaria. (Potgieter
y Van Rensurg.,1987).

El ciclo de desarrollo de A. marginale en garrapatas es complejo y coordinado con el
ciclo de alimentacidn de esta, comienza en las células del intestino siguiendo con las células
musculares del mismo, después muchos otros tejidos de la garrapata llegan a ser infectados,
incluyendo las glandulas salivales (Kocan et al., 2004). En cada sitio de desarrollo en la
garrapata, A. marginale se multiplica dentro de cuerpos de inclusidon unidos a las membranas
llamadas vacuolas. Cada ciclo involucra dos estadios: la primera forma de 4. marginale es la
forma denominada reticular o vegetativa, en la que se divide por fision binaria, formando
colonias grandes que pueden contener cientos de organismos. La forma reticular cambia a la
forma densa que es la forma infecciosa y que puede sobrevivir fuera de las células de la
garrapata. El bovino llega a ser infectado con A. marginale cuando la forma densa es
transmitida durante la alimentacion de la garrapata a través de las glandulas salivales. Como

se muestra en la siguiente figura 2 (Palmer et al., 1999; Kocan et.al., 2010).
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Tomado de :Kocan et al., 2003.

Figura 2: Ciclo de vida de Anaplasma marginale.

13



Durante la infeccion de A. marginale en las células endoteliales, se describe que esta
se localiza en el entorno micro capilar, donde se presenta un contacto intimo entre el eritrocito
y las células del endotelio; dado que este es un punto estratégico para infeccidn continua,
ademas de evadir la respuesta inmune del huésped y funcionar como reservorio para que los

animales permanezcan persistentemente infectados (Munderloh ef al., 2004).

2.4.3. Signos clinicos

La anaplasmosis bovina cursa con un periodo de incubacion que puede variar entre
los diferentes individuos, éste puede estar entre un rango de 7 a 70 dias con un promedio de
28 dias; el cuadro clinico se caracteriza por fiebre, pérdida de peso, aborto, letargo, ictericia,
anemia y muerte de los animales. Los bovinos que sobreviven a la infeccion aguda quedan
como persistentemente infectados los cuales manifestaran picos de rickettsemia en diferentes

épocas y estados fisioldgicos del animal (Kocan, et al., 2003).

2.4.4. Epidemiologia

La anaplasmosis es endémica de zonas tropicales y subtropicales del mundo, en el
caso de América Latina se presenta con excepcion de areas desérticas y ciertas zonas
montafiosas de los Andes (Guiglielmone, 1995); en zonas donde se presenta una interaccion
constante, entre huésped-agente-medio ambiente, los animales permanecen como portadores
sanos, aunque estos pueden mostrar signos clinicos ante condiciones de estrés (Rogers, 1979;
Kocan et al., 2010). Dentro de la misma zona se pueden encontrar diferentes cepas de 4.
marginale, esto debido a la variabilidad genética presente en las Rickettsias (Almanzan et
al., 2008; Quiroz et al., 2016).

Las seroprevalencias de la enfermedad pueden variar ampliamente entre los paises y
zonas geograficas, debido a la movilizacion de ganado y la transmision de manera mecanica
y bioldgica de los animales persistentemente infectados que funcionan como reservorios
(Eriks et al., 1993).

En México la anaplasmosis es endémica a lo largo de los estados del Golfo de México,
por medio de seroprevalencia es de 54.6% para la zona norte de Veracruz y de 69%
determinado por medio de PCR como reportaron Cossio-Bayugar, et al., (1997). Rodriguez

et al., (2009), reportan una prevalencia > a 50%, calculada con base en el censo nacional del
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2006. Adicional se observan zonas de nuevos brotes de la enfermedad, como se muestra en

la figura 3.

32 million heads
7.6 Mill.= 24.5%

S

10.5 Mill.= 34% 12.8 Mill. = 41%

New outbreaks

23.45 mill at Risk
(75.3%)

-

Tomado de: Rodriguez et al., 2009

Figura 3: Distribucion de la Anaplasmosis bovina en México.

2.4.5. Respuesta Inmunitaria contra Anaplasma marginale

La infeccidon por A. marginale genera una respuesta inmune de tipo humoral, los
animales que se infectan por primera vez establecen una respuesta inmune sélida de tipo
celular que se mantiene aun superada la fase aguda de la infeccidn; aunque el animal quede
como portador subclinico (Carson et al., 1976; Araujo et al., 2003). Se describe un tipo de
resistencia presente en los animales jévenes menores a los 9 meses de edad (Lahmers et al.,
2006).

El animal, posterior a la infeccion con A. marginale, establece una respuesta
inmunitaria contra las variaciones de los epitopos de superficie del patéogeno generando
anticuerpos contra el agente, el principal mecanismo consiste en el modelo de linfocitos T
CD4+ que expresan INF-y el cual estimula a los linfocitos T CD8+ éstos pueden tener niveles
elevados en la reinfeccidon, que potencializan la sintesis de sustancias opsonizantes de
subclase de IgG bovina tipo Ig(G2, éstas activan a los macrdfagos que a su vez aumentan la

expresion de receptores, la fagocitosis y la fusion de fagolisosoma y liberacion de oxido
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nitrico para la destruccion de la bacteria ( Brown et al., 1998; Valdez et al., 2002; Bautista
et al.,2003; Han et al., 2008).

La respuesta del tipo IgG esta dirigida contra la inmunodominancia y antigenicidad
de las moléculas de Proteina de Superficie de Membrana (MSP) con sus variables MSP2,
MSP3. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas de superficie no son los suficientemente
eficientes para eliminar la infeccion. Ademas de las constantes variaciones antigénicas que
se presentan entre MSP en cada ciclo de la rickettsia (Scott ez al., 1990), dificultan la accién
de las Ig contra la infeccion, ya que este es uno de los mecanismos por los cuales la bacteria

evade el sistema inmune (Brow et al., 2001; Noh et al., 2008; Brow, 2012).

2.4.6. Diagnostico

El diagnéstico de anaplasmosis se realiza por diversas formas: la observacion
microscopica de la bacteria y la deteccion de signos clinicos. La observacion se realiza
mediante el andlisis de frotis sanguineo periférico tefiido con colorante de Giemsa (Aboytes
et al., 1991); los signos clinicos son: fiebre, decaimiento, anemia marcada, abortos ¢ ictericia
en las mucosas.

También se realiza la deteccion de anticuerpos en el bovino por medio de la prueba
seroldgica enzimo inmuno ensayo (ELISA) debido a su gran especificidad y sensibilidad
(98% y 95% respectivamente) en animales infectados (Aubry y Geale, 2010; OIE, 2015).

Otra de las herramientas diagnésticas para la infeccion por A.marginale. Es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), esta técnica sirve para un diagndstico en la fase
aguda de la infeccion y en animales persistentemente infectados. La técnica de PCR anidada
es una variante mas especifica y permite identificar hasta 0.0000001% de rickettsemia en el

animal (de Echauide ef al., 1998).

2.5. Rhipicephalus microplus

2.5.1. Generalidades

Rhipichephalus microplus es una garrapata que actia como parasito endémico de
bovinos en lugares tropicales y subtropicales del mundo; generan un impacto negativo en las

producciones ganaderas donde se encuentran presentes, puesto que ocasionan pérdidas
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econdmicas ya que afectan la productividad, disminuyendo la ganancia de peso, la
conversion alimenticia, la produccion de leche y aumento de costos de produccién por su
control; ademas de que son el vector de agentes patdogenos como la Babesia bovis, Babesia

bigemina y Anaplasma marginale (Casquero et al., 2012).

2.5.2. Clasificacion Taxondmica

Dentro de la clasificacion taxondmica cabe mencionar que anteriormente
Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus annulatus eran conocidas como Boophilus
microplus y Boophilus annuatus pero con base en nuevas técnicas moleculares en parte del
genoma se ha podido ubicar a Boophilus como un subgénero, por sus diferencias en el ciclo

de vida aunque morfolégicamente tienen similitudes (Anderson y Magnarelli, 2008).

Cuadro 2: Clasificacion taxonomica de la garrapata Rhipicephalus microplus.

Categoria Taxon

Filo Artropoda

Clase Arachnida

Orden Acarina

Suborden Ixodoidea

Familia Ixodidae

Género Rhipicephalus
Especie microplus, annulatus

Tomado de: ( Echeverry y Rios Osorio, 2016)

2.5.3. Medidas de control

El control de garrapatas se realiza mediante control quimico, bioldgico entre otros. El
control quimico se lleva acabo con el uso de sustancias acaricidas como: arsénico,
hidrocarburos clorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, formamidinas, lactonas
macrociclicas, piretroides los cuales actiian sobre el sistema nervioso de la garrapata. El
control bioldgico consiste en el uso de hongos entomopatégenos, bacterias, nematodos
entomopatogenos. Otra de las alternativas es el control integrado de parasito el cual consiste
en la asociacion del medio ambiente, la poblacion de las plagas y la utilizacidon de técnicas y
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métodos sustentables; esta técnica involucra el uso de razas resistentes, rotacion y descanso
de praderas, y la implementaciéon de uno o mas métodos de control disminuyendo asi el
nimero de aplicacidon de los productos quimicos (Chandler et al., 2000.; George, 2000;

Rodriguez-Vivas et al., 2014).

El uso indiscriminado e incorrecto de estas sustancias han ocasionado que los
parasitos desarrollen resistencia a uno o varios de los compuestos (Dominguez-Garcia et al.,
2010, Fernandez-Salas, 2012).La resistencia se define como la capacidad que tiene los
individuos de una poblacion que pueden sobrevivir a la dosis letal de un producto
quimico.(Alonso-Diaz et al., 2006 ) Los costos de inversidon en investigaciones y métodos
para el control de las garrapatas son altos, dado que la presencia de este parasito afecta la
comercializaciéon de los bovinos, Rivera (2012) afirma que en el caso de México este

problema se observa principalmente con EE. UU.

2.5.4. Importancia econ6mica

El impacto negativo de la presencia de garrapata dentro de las unidades productivas
ganaderas se ve reflejado por la transmision de microorganismos que afectan en la
disminucién de los parametros de produccion: (Rodriguez-Vivas et al., 2017) reporta que los
costos globales anuales estimados varian entre US $13.9 mil millones y US 18.7 mil
millones; en México se estima que las pérdidas son de US$6°878.894 en tanto; Dominguez
Garcia et al., (2016) estima que el hato ganadero es de 30 millones de cabezas bovinas, en
base a este calculo las pérdidas anuales por el control quimico podrian ascender a USD $

942.207.692.

2.5.5. Distribucion en México

México tiene el acuerdo Oficial Mexicano NOM-019-ZOO-1994 que establece los
procedimientos, criterios, actividades y técnicas para el control y erradicacion de la garrapata,
de las cuales sigue sefialando a Boophilus spp. (Rhipicephalus microplus) como el género a
tratar por las enfermedades que trasmiten a los bovinos.

La distribucion de Rhiphicephalus spp. esta determinada por factores bidticos y abioticos

principalmente en zonas tropicales y subtropicales (Estrada ef al., 2006; Alcala et al., 2018),

18



que coinciden con la zona de control y distribucidon reportada en 2019 por SENASICA
(Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria) en la Campafia

Nacional para el control de la garrapata Boophilus spp., como se muestra en la figura 4

ACUERDO POR EL QUE SE ESTABLECE LA Cﬁ_HP_ _
NACIONAL PARA EL CONTROLDE LA
GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario

[ Libre
E%Ermdicacidn
] control
- Contmll

Tomado de :SENASICA-Sader 2019
Figura 4: Presencia de la garrapata Boophilus spp. en México



III.  JUSTIFICACION

La presencia de enfermedades transmitidas por garrapatas, como la anaplasmosis y la
babesiosis son de gran importancia para las unidades de produccion; ya que estas ocasionan
grandes pérdidas econdmicas. Algunos autores sefialan que en los becerros hay una
resistencia debido a la inmunidad pasiva derivada de la ingesta de calostro hacia estas
enfermedades; en tanto que otros indican que se debe a un proceso de la respuesta inmune
adaptativa; la mayoria de estas teorias se han desarrollado en condiciones experimentales.
Por eso es importante conocer el efecto de su consumo de calostro procedente de madres
seropositivas, en la resistencia a la infeccion de babesiosis y anaplasmosis de becerros de

zonas endémicas de Rhipicephalus microplus.



Iv. Hipoatesis

El consumo de calostro materno o calostro comercial por bovinos neonatos no
interfiere en la manifestacion clinica de babesiosis y anaplasmosis en becerros de zonas

endémicas de Rhipicephalus microplus.



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Comprobar si el calostro interviene en la resistencia contra Babesia bovis, Babesia bigemina

y Anaplasma marginale en becerros recién nacidos y hasta los 6 meses de edad; en zonas

endémicas de Rhipicephalus microplus.

5.2. Objetivos especificos

Determinar la presencia de B. bovis, B. bigeminay A. marginale, en las hembras gestantes
mediante métodos seroldgicos y moleculares.

Determinar la presencia de B. bovis, B. bigemina y A. marginale, en los becerros al
nacimiento, antes del consumo de calostro, a las 4 y 8 semanas de vida por técnicas
serologicas y moleculares.

Verificar si la presencia de babesiosis y anaplasmosis clinica en becerros es influenciada

por el calostro.



VI.  MATERIALES Y METODOS

6.1. Proceso experimental en campo

6.1.1. Ubicacion

El presente estudio se realizo en el Rancho Santa Cruz ubicado en la localidad de
Xoyoquila, municipio de Hueytamalco, en el estado de Puebla, a una altitud de 339 msnm.
El clima de la region esta clasificado como Af (m) w (e), correspondiente al calido humedo,
de acuerdo con la clasificacion de Koeppen, modificada por Garcia (1981).

6.1.2. Bovinos empleados y tratamiento

Madres: Se utilizaron 26 vacas de raza % Pardo Suizo Europeo X Brahman y %
Holstein X Brahman, seleccionadas en el Gltimo tercio de gestacion.

Crias: se emplearon las crias (26) de las vacas mencionadas y se dividieron de manera
aleatoria en dos grupos conforme iban naciendo.

Tratamientos:

Grupo 1: calostro comercial (CC): Se les suministrd 4 litros de calostro

comercial, dividido en dos tomas durante las primeras 24 horas de vida,

evitando el consumo de sus madres.

Grupo 2: calostro materno (CM): Se les permitié alimentarse

directamente de sus madres, durante las primeras 24 horas.
Posteriormente a las 24 horas, a todos los animales se les incorpor6 al sistema de crianza

artificial de becerros en tropico.

6.1.3. Manejo

6.1.3.1 Alimentacion:

Los bovinos se mantuvieron en pastoreo rotacional de pasto estrella y Brachiarias,
desde el dia de su nacimiento, para asegurar el contacto con los ix6didos.

6.1.3.2 Toma de muestras:

Madres: Se les tomd muestra de sangre por venopuncion de la vena coccigea para

realizar la prueba diagnostica por PCR para Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma



marginale. Posteriormente se separo el suero al cual se le realizaron pruebas serologicas
(ELISA e IFI).

Crias: Se les tomaron, muestras de sangre y suero de la vena yugular.

Grupo 1: Antes de la ingesta de calostro.

Grupo 2: Entre las 4-6 horas en promedio, posterior a la ingesta de calostro.
A las 24 horas de nacidos se volvieron a muestrear los dos grupos y asi cada semana hasta
llegar a la nimero 12.

Temperatura rectal: a los becerros se les midid la temperatura cada tercer dia entre
las 6 y las 8 de la mafiana, durante 12 semanas.

Control del volumen celular aglomerado (VCA): Cada tercer dia se realiz6 la
técnica de hematocrito para conocer el VCA vy frotis sanguineo para determinar la presencia

del agente infeccioso en sangre.

6.1.4 Tratamiento

Con el propésito de evitar la muerte de los animales por alguno de los agentes
patdgenos, estos recibieron el tratamiento adecuado cuando el volumen celular aglomerado
(VCA) fue menor al 50% con respecto.al VCA tomado en la segunda semana de vida, con

presencia del agente en sangre y con fiebre de mas de 42C° por dos dias consecutivos.

6.2. Procesamiento de Muestras en Laboratorio

Se obtuvieron 780 muestras de sangre completa: 390 muestras en tubos vacutainer®
de 5 ml con anticoagulante EDTA (morado) y 390 muestras en tubos vacutainer® de 5 ml
sin anticoagulante (rojo) para la obtencidn de suero. Posteriormente todas las muestras fueron
centrifugadas a 1500/rpm durante 10 minutos. De los tubos con EDTA se elimind plasma,
glébulos blancos y plaquetas, obteniendo soélo las células rojas; de los tubos sin
anticoagulante, se extrajo el suero que se colocd en microtubos de 2ml. Todas las muestras

fueron identificadas y congeladas, para transportarse al laboratorio.



6.2.1. Frotis Sanguineo

Para realizar el frotis sanguineo, se tomo una pequefia muestra de sangre de los tubos
con EDTA, con un tubo capilar para micro hematocrito. Primero se puso una gota sobre uno
de los extremos de una ldmina porta objetos, y a continuacion con otra lamina en una
inclinacion de 45° se extiende la muestra, de uno de los extremos al otro, para obtener un
extendido delgado, se secd de manera mecanica y rapida, por ultimo, se le adiciona metanol
para la fijacion.

Después de la fijacion se procedio a realizar una tincion con colorante de Giemsa-
agua estéril con un pH 7.2 en una proporcidon de 3/1 dejando actuar por 15 minutos,
posteriormente se lavaron y se dejaron secar a temperatura ambiente, para ser observadas al

microscopio.

6.2.2 Técnica de Hematocrito

El VCA se midi6 a partir de la muestra de sangre con EDTA con la cual se llen6 un
tubo capilar para micro hematocrito, se selld en uno de los extremos y se coloco en una
centrifuga para micro hematocrito durante 5 minutos a 12,000 rpm. Se realiz¢ la lectura de

los capilares con la ayuda de una regla graduada en milimetros, y aplicando la siguiente

formula:
Longitud total de la columna capilar en cm
VCA% = - - - X 100
Longitud de la columna de eritrocitos en cm
6.2.4. Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion del ADN se utiliz6 el paquete de eritrocitos obtenidos por
la centrifugacion previa, empleando el protocolo para la extraccion de sangre completa
mediante el Kit comercial de GE Healthcare illustra bloood genomicPrep mini Spin ®.

Primero se tomaron 20ul de proteinasa K en un tubo de 1.5 ml; se afiadieron 200 pl
de muestra y 400 pl de solucion bufer de lisis tipo 10, se agit6é en un agitador de vortice por
15 segundos y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos con agitaciones

intermitentes. Después se transfirid el contenido a una columna de extraccion acoplada a un



tubo de 2.0 ml limpio (ambos suministrados por el KIT) y se centrifugd a 11,000 xg durante
1 minuto, para decantar el sobre nadante. Posteriormente se afiadieron 500 pl de solucién
bufer de lisis tipo 10, nuevamente se centrifugd a 11,000 xg durante 1 minuto, para tirar el
sobrenadante. El sedimento se resuspendié y lavé con 500 pl de solucidon bufer de lavado
tipo 6, se centrifugd a 11,000 xg durante 3 minutos a temperatura ambiente y se retird el
sobrenadante, para volver a centrifugar a 11,000 xg durante 1 minuto. Por tltimo, la columna
de extraccion se depositd en un tubo estéril de 1.5 ml, el contenido se diluyé con 50 pl de
solucion bufer de elucion tipo 5 (previamente calentada a 70°C), se incubd por 1 minuto a
temperatura ambiente, se centrifugé a 11,000 xg durante 1 minuto. Para finalizar, el extracto

de ADN (sobrenadante) se guardo6 a -20°C hasta su uso.

6.2.4. Cuantificacion de ADN

Para determinar la concentraciéon de ADN en una muestra, se realizé la lectura de la
absorbancia en el espectrofotometro a las longitudes de onda de 260 y 280 nm. Una densidad
optica de una unidad arbitraria de absorbancia (u.a.a.) corresponde; aproximadamente a
50pg/ml; si el ADN es monocatenario: el valor del cociente de lectura de absorbancia
medidas a 260 y 280 nm permitiréd estimar la pureza de los acidos nucleicos. Si este cociente
oscila entre 1.8 y 2.0nm esto indica ‘que el ADN de la muestra es suficientemente puro para

poder ser cuantificado y empleado en la PCR.

6.2.5. Determinacion de la Integridad de ADN

La integridad del ADN se verifico mediante la Técnica de Electroforesis. Primero se
prepar6 un gel de agarosa al 1% de la siguiente forma: Se pesé la agarosa en una balanza
analitica, posteriormente se mezcld en un matraz con solucion TAE 1X y se homogenizo6 en
un horno de microondas durante varios segundos (50-70).

Cada muestra se preparé mezclando 5 pul de ADN con 2ul de bufer de carga (blue-
orange con gel red). Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega). Una vez
cargadas las muestras en el gel, éste se sumergié completamente en solucidon bufer TAE 1x
en la cadmara de Electroforesis. El ADN migra entre los 80-100 voltios desde el polo negativo
al positivo durante 45 minutos para la separacion adecuada del ADN y su visualizacién en

un fotodocumentador.



6.2.6. Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

Cada una de las muestras de ADN se sometio a tres PCR anidados; para la deteccion
de Babesia bigemina, Babesia bovis y Anaplasma marginale. Los oligonucleotidos
empleados fueron sintetizados comercialmente por la empresa IDT (EUA). En el cuadro 2 se
muestran las secuencias de los oligonucledtidos y el gen diana para cada una de los
patoégenos. Los oligonucledtidos de cada par (Forward y Reverse) fueron marcados en el
extremo 5’con gel red, para poder observarlos posteriormente mediante la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa al 1.8%.

Cuadro 3: Cebadores empleados en la amplificacion por PCR anidada

Agente Cebador Secuencia (5’ - 3’)
Babesia bigemina | B.bigF 5’-CATCTAATTTCTCTCCATACCCC-3’
(gen:gp45)! B.bigR 5’-CCTCGGCTTCAACTCTGATGCC -3’
B.BiFint 5’-CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGT -3
B.biRint 5’-CCGACCTGGATAGGCTGTGATG -3’
Babesia bovis B.boF 5’-CGAGGAAGG -3’AACTACCGATG-3
(gen: rap-1)’ B.boR 5’-GCAGCTTCAACGTACGAGGT -3’
B.boFint 5’-TGGCTACCATGAACTACAAGACTTA-3’
B.boRint 5’-GAGCAGAACCTTCTTCACCAT -3’
Anaplasma A.mF 5’-GCATAGCCTCCCCCTCTTTC -3’
marginale(gen:msp5)’ | A.mR 5’-TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA-3’
A.mFint 5’-TACACGTGCCCTACCGACTTA-3’

Tomado de: 'Figueroa et.al. 1993 y *Torioni et.al.,1998

Los tiempos y los componentes de la reaccion para la PCR anidada se muestran en

los siguientes cuadros.




Cuadro 4: Componentes para la PCR Anidada.

Componentes Paso 1 Paso 2

H20 Hasta volumen final de 25 pl Hasta volumen final de 25 pl
GoTaqBuffer 10X 1X (12.5mM MgCI2) 1X (12.5mM MGCI2)
Primer Fw 1 pl 1 pl

Primer Rv 1 ul 1 ul

DNA X (= 100ng) 1 ul del producto del paso 1
Volumen final 25 ul 25 ul

Cuadro 5 Temperatura y tiempos de termociclado empleados en la PCR anidada para

cada uno de los agentes

Ciclo Babesia spp Ciclo A. marginale
Ciclado 1 95°C 5 min 94°C 3 min
95°C 1 min 95°C 30 seg
56.9°C 1 min X35 | | 65°C 58 seg X15
73°C 1 min 72°C 30min
73°C 10 min 72°C 10 min
Ciclado 2 95°C 5 min 95°C 3 min
95°C 1 min 95°C 30 seg
56.9°C 1 min X35 | | 65°C 50 seg X35
73°C 1 min 72°C 40 seg
73°C 10 min 72°C 10 min

6.2.7. Ensayo inmuno-enzimatico en placa (ELISA)

Para el diagnostico seroldgico de A. marginale se utilizd la prueba de ELISA,

siguiendo el protocolo del PAdianaVET. (Paquete para la deteccion de anticuerpos ANTI

Anaplasma marginale en bovinos) del laboratorio de anaplasmosis de INIFAP- CENID

Parasitologia Veterinaria.

Las muestras de suero obtenidas se colocaron por triplicado en placas de poliestireno

de 96 pozos, previamente sensibilizadas con 5 pg de antigeno de 4. marginale (cepa Yucatan)

y bloqueadas con una solucion de leche descremada en polvo al 5% SSAF/Tween 20. Se
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utilizd un volumen de 200 pl por pozo de una dilucion 1:100 sueros-SSAFT, incluyendo
controles positivos y negativos. Se incubaron durante una hora a 37°C, posteriormente se
lavaron las placas con una solucidn salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (SSAF)-Tween
20 al 0.05%, a temperatura ambiente por tres ocasiones. Después de los lavados, se agregd
el conjugado de anti-IgG bovina de origen cabra con fosfatasa alcalina, diluido a una
concentracion de 1:5,000 en SSAF/Tween 20 en un volumen de 200ul por pozo y se
incubaron las placas por una hora a 37°C y se repitieron los lavados. A continuacién del
ultimo lavado, se depositaron 200 pl por pozo del sustrato p-nitrofenilfosfato al 0.075% en
solucion reguladora de Tris 100Mm, pH 9.5. Se incubaron las placas por 50 minutos a 37°C
y en un espectrofotometro se registrd la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm; los
valores se expresaron en unidades de densidad Optica. La determinacién de positividad se
establecid para los sueros que presentaron valores superiores-al punto de corte, calculado
como resultado del promedio de densidad Optica de los controles negativos mas 3 veces su

desviacion estandar. (Preciado et al., 2006).

6.2.8 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

El diagnoéstico serologico de Babesia spp. se realizd mediante el protocolo de IFI
establecido en el laboratorio de babesiosis del CENID-PAVET. Se utilizé un antigeno
proveniente de cultivo in vitro del cual se elaboraron frotis delgados en laminas porta objetos
para cada especie de Babesia. con un porcentaje de parasitemia determinado (Babesia bovis
5%, B. bigemina 6%), los frotis se fijaron con acetona. Al suero se le realizé una dilucion de
1:80 en PBS incluyendo controles positivos y negativos, se dejan incubar a 37°C por 30 min
y se lavaron con PBS dos veces y una con agua destilada, cada lavado tiene una duracion de
5 minutos; se adiciona el conjugado de anti-IgG bovino con ALEXA 488 elaborado en ratén
(1:200 en PBS). Se repiten los lavados y se dejan secar los frotis. Para la lectura se debe
colocar una gota de glicerina en dilucién (1:10) en PBS y se observen el microscopio de
epifluorescencia a 100x. Tomando como positivo una sefial igual o mayor al control positivo

de la reaccion fluorescente (Castillo et al., 2017).



6.3 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd6 mediante una prueba T
student para ver la diferencia entre grupos, y un andlisis de varianza (ANOVA) de muestras
pareadas independientes para la comparacién de medias entre los grupos. Los analisis

estadisticos se realizaron por medio del programa estadistico SPSS version 23®.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron pruebas seroldgicas y moleculares a las madres con la finalidad de
demostrar la endemicidad en la zona, los resultados se muestran en el cuadro 6 donde se
evidencia las prevalencias de cada uno de los agentes en las madres de cada grupo
experimental.

Cuadro 6. Numero y porcentaje de madres reactores positivas en serologia y en la

reaccion en cadena de la polimerasa para Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma

marginale
Total, de las madres positivas
Babesia bovis Babesia bigemina Anaplasma marginale
IFI PCR IFI PCR ELISA PCR
Calostro
comercial 9/10 10/10 9/10 5/10 7/10 10/10
N=10
Calostro
materno 13/16 15/16 12/16 6/16 12/16 14/16
N=16
Prevalencia
o, 95.6 96.1 91.3 42.3 82.6 92.6

La seroprevalencia obtenida fue para Babesia bovis y Babesia bigemina fue 95.6% y
91.3% respectivamente, a su vez en Anaplasma marginale fue de 82.6 %; las cuales se
encontraron elevadas en comparacidn con la reportada por Ortega (1982), la cual fue obtenida
en la misma region que el presente estudio; donde, para Babesia spp. se reportd 59.9%. En
tanto, Lira et al., (2015) reportan una prevalencia en el sitio experimental “Aldama”
localizado en Tamaulipas de 90.2% para B. bovis y de 83.7% para B. bigemina. También, en
el centro experimental “La Posta” situado en el estado de Veracruz, las prevalencias
reportadas fueron de 73.1% para B. bigemina que se asemeja a los resultados de este trabajo.
En tanto para B. bovis tuvo una prevalencia de 64.5% En contraste de lo encontrado en este

trabajo.




La seroprevalencia de anaplasmosis se encuentra dentro de los rangos reportados por
Garcia-Tapia (1996), quien reportd, en zonas cercanas a la region donde se realizd este
trabajo, un porcentaje del 76 al 100% de animales positivos. Por otro lado, Cossio-Bayugar
et al., (1997) en la zona norte de Veracruz reportaron una prevalencia del 54.6%, y
Rodriguez-Vivas et al., (2004) reportan, para el estado de Yucatan, una seroprevalencia de
69.75%, estas se encuentran por debajo de las presentadas en presente trabajo; esto puede
deberse al tipo de pruebas utilizadas ya que en los trabajos antes mencionados las pruebas
utilizadas fueron la fijacion del complemento y aglutinacion en placa. Los resultados
obtenidos en el presente estudio demuestran la alta endemicidad que se tenia en la zona de
estudio.

En los cuadros 7 y 8 se muestra las concentraciones de inmunoglobulinas en el
calostro de las madres mediante el calostrometro, donde se evidencia una fluctuacion de los
valores en las concentraciones de las inmunoglobulinas. La calidad del calostro estd
determinada por la concentracion de inmunoglobulinas, donde se considerar que un calostro
de buena calidad debe de tener una concentracién minima de 50 mg/ml (Dunn et al., 2017).
Esto con la finalidad de asegurar una transferencia adecuada de la inmunidad pasiva al

becerro (Reyes et al., 2015).

Cuadro 7: Concentracion de Inmunoglobulinas del calostro, de las madres con

Calostrometro para grupo de calostro comercial

Nimero de vaca (Ig) mg/ml
1180 20
1182 60
9883 100
6137 80
6138 100
1188 110
9880 80



1123 40

19917 120

Cuadro 8: Concentracion de Inmunoglobulinas del calostro, de las madres con

Calostrometro para grupo de calostro materno

Numero de vaca (Ig) mg/ml
1189 40
1199 40
1239 40
9866 10
1198 40
9872 60
1185 90
1195 80
9863 70
9932 100
9874 110

Durante el periodo experimental, los animales fueron monitoreados mediante frotis
sanguineo, para el cual, en ninguno de los animales se detecto la presencia de Babesia bovis,
4 animales fueron positivos a Babesia bigemina y todos los animales resultaron positivos a
Anaplasma marginale. Se realizaron pruebas serologicas y moleculares a los becerros a las
8 semanas de vida, con excepcion de la prueba de ELISA para Anaplasma marginale que se

realizd a las 14 semanas después del nacimiento. Los resultados se muestran en el cuadro 9.



Cuadro 9. Numero y Porcentaje de becerros reactores positivos en serologia y en la

reaccion en cadena de la polimerasa para Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma

marginale
Babesia bovis* Babesia bigemina* Anaplasma
marginale**

IFI PCR IFI PCR ELISA PCR

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Calostro 10/10 9/10 8/10 9/10 4/10 9/10

comercial (100.0) (90.0) (80) (90) (40) 90)
Calostro 14/16= 16/16 13/16 16/16 9/16 12/16
materno (87.5) (100.0) (81.25) (100.0) (56.25) (75.0)
Prevalencia 92.3 96.1 80.7 96.1 50.0 80.7

(* IFI a las 8 semanas de edad y **ELISA a las 14 semanas de edad)

Segiin lo reportado por  Osorio et al, (2010) se puede determinar
epidemioldgicamente una zona estable a babesiosis si se tiene una seropositividad mayor al
75% en animales con edades entre los tres y nueve meses de edad. Por lo cual y en
comparacion a lo encontrado en este trabajo, podemos determinar la estabilidad enzodtica en
los animales hacia Babesia spp., ya que a los 2 meses de edad hay una seropositividad mayor
al 75; Solis-Calderon et al (1998), evaluaron la dindmica de los anticuerpos para B. bigemina
en animales jovenes, encontrando una prevalencia de presencia de inmunoglobulinas del tipo
G en animales menores a los tres meses de edad de 57.3%, la cual es inferior a lo encontrado

en este trabajo con edades similares.
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Figura 5: Promedio de volumen celular aglomerado para el grupo de calostro en polvo

comercial y para el grupo de calostro materno por semana de vida

En la figura 5 se muestra el promedio de volumen celular aglomerado en cada grupo
de los animales por semana de vida, dentro de cada barra por semana los numeros de animales
que presentaron anaplasmosis clinica en cada uno de los grupos, a los cuales se les se les
considero muerte experimental, por requerir un tratamiento.

El monitoreo constante de los animales durante este trabajo permitid6 observar
anaplasmosis clinica. Se determino muerte experimental a 7 de 10 animales del grupo de CC
por lo que fueron tratados para la enfermedad, a su vez 13 de 16 animales para el grupo de
CM fueron tratados por la misma situacion. Con base en el descenso de VCA se realizd una
prueba de T student, para determinar la diferencia entre los grupos, en la cual no se encontrd
diferencia estadistica (P=>0.05

Los resultados mostrados en el presente estudio confirman lo sefialado por Mahoney et
al., (1973) en cuanto a la existencia de una resistencia innata que presentan los becerros en
contra de Babesia spp. Dicha resistencia se debe a los mecanismos de la respuesta inmune
innata y adaptativa relacionada con las moléculas producidas por los macrofagos activados,
liberacion de citocinas proinflamatorias y 6xido nitrico como lo describe: Brown et al.,

(1991), Goff et al., (2001,2002 y 2010), Shoda et al., (2000); sin embargo, en relaciéon a
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anaplasmosis nuestros resultados indican que no se presenta una resistencia en los animales
menores a los 9 meses como la describe Lahmers et al., (2006); posiblemente debido a una
inadecuada respuesta inmune a la rickettsia en animales jovenes que se encuentran en zonas
con alta endemicidad, lo que no corresponde a lo sefialado por: Carson ef al., (1976), Araujo
et al., (2003) donde indican que es un proceso de la respuesta solida de tipo celular. En tanto,
si podemos corroborar lo descrito por Zaugg y Kuttler en (1984) donde la ingesta de calostro
con anticuerpos contra A. marginales no protegio, pero si prolongo el periodo de prepatencia.

Ambos resultados indican claramente que la ingesta de calostro no interfiere en la
resistencia a anaplasmosis y babesiosis en becerros de zona de alta endemicidad, que la

resistencia estd dada por mecanismos innatos de los individuos.



VIII. CONCLUSIONES

e La prevalencia encontrada en las madres determiné la endemicidad de babesiosis y
anaplasmosis en la zona analizada.

e Losanimales, desde su nacimiento, se encuentran expuestos al vector y a la infeccion
por Babesia bovis, B. bigemina 'y Anaplasma marginale.

e Se observd que, sin importar la fuente de calostro, los becerros son capaces de
controlar la infeccidén a Babesia spp.

o Para A. marginale, los animales presentan la enfermedad de manera aguda sin

importar el origen del calostro que hayan consumido.
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