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RESUMEN

En el presente trabajo se presenta evidencia de la transmision transovarica de Anaplasma marginale por la ga-
rrapata Boophilus microplus. Un bovino intacto (no esplenectomizado) fue inoculado con la cepa Tlapacoyan 2,
de Anaplasma marginale previamente caracterizada para la region variable del gen mspla. La infeccion indujo un
cuadro clinico que no requiri6 tratamiento. Cuando el animal ya era portador asintomatico se infestd con larvas de
B. microplus para que adquirieran la infeccion con la rickettsia. Al terminar las garrapatas su ciclo sobre el ani-
mal, se colectaron y se dividieron en dos grupos, uno fue incubado para que se completara la ovoposicion a 28 °C
y un segundo grupo se incub6 a 18 °C. Larvas provenientes de hembras incubadas a las temperaturas estipuladas
se infestaron sobre 2 bovinos intactos para cada temperatura. Las larvas de hembras incubadas a 28 °C, fueron
capaces de infectar con la misma cepa a un animal sano que nunca tuvo contacto con la rickettsia. Inesperadamen-
te, estas larvas provenian de garrapatas ingurgitadas que ovopositaron a 28 °C y no a 18 °C como se habia hipote-
tizado. La infeccién del animal que recibid las larvas de 28°, fue confirmada por la presencia de eritrocitos infec-
tados (7.5%) en frotis y por PCR para la region variable del gen mspla. La infeccion se hizo patente solo hasta
después de inmunodepresion por esplenectomia. El otro animal que se infestd con larvas de ovoposicién a 28 °C y
los dos infestados con larvas a 18 °C, no desarrollaron la infeccion a pesar de la esplenectomia.
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INTRODUCCION

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa no contagiosa producida por la rickettsia Anaplasma
marginale y transmitida por artropodos hematdfagos y por utensilios punzocortantes del hombre. La infeccion se
presenta como una anemia hemolitica severa en animales susceptibles introducidos a zonas endémicas. En Méxi-
co, estas areas incluyen los trépicos y subtropicos del Sureste, del Pacifico y del Golfo de México en donde estu-
dios seroldgicos y moleculares sefialan una prevalencia superior al 50% (Fragoso, 1991, Figueroa et al., 1993;
Cossio et al., 1997). Asimismo, se le ha responsabilizado como la causa de hasta el 26% de la mortalidad en se-
mentales y vaquillas asegurados e introducidos a zonas endémicas en México (Rodriguez et al., 1999), por lo que
la anaplasmosis bovina es considerada como un importante obstaculo para el desarrollo de la ganaderia mexicana.

En el bovino, Anaplasma marginale infecta eritrocitos maduros y células endoteliales (Carrefio et al., 2007);
las garrapatas se infectan al alimentarse en animales portadores de la rickettsia (Futse et al., 2003). En México se
considera que los principales vectores biol6gicos de Anaplasma marginale son las garrapatas Boophilus y Derma-
centor (Piercy, 1956; Solis, 1991; Wagner et al., 1991). La transmision de A. marginale por garrapatas es de tipo
bioldgica y ocurre de manera intraestadial (dentro del mismo estadio) llevada a cabo por los machos adultos de las
garrapatas y la transestadial (de un estadio a otro) (Kocan et al., 2000). La transmision interestadial de A. margi-
nale se ha documentado ampliamente en garrapatas Dermacentor (Kocan et al 1980; Stiller et al., 1989) y méas
recientemente en Boophilus microplus (Futse et al., 2003; Mora et al., 2007). En México nosotros hemos docu-
mentado la transmision intraestadial y transestadial de dos cepas mexicanas de A. marginale (Aguascalientes y
Yucatéan) de alta y baja virulencia respectivamente por la garrapata Boophilus al alimentar larvas y ninfas en bo-
vinos infectados, con el subsiguiente cambio de las ninfas y las garrapatas adultas, después de la muda, a bovinos
susceptibles (Mora et al., 2007).

La importancia de Boophilus como transmisora de A. marginale al ser de un solo hospedador, se ha minimi-
zado, ya que una vez que la larva infesta al bovino, pasa toda su vida en el mismo animal y s6lo lo abandona
cuando la hembra ingurgitada se desprende para ovipositar y morir. Asi, en México se considera solo al adulto
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macho de Boophilus como el principal vector de la anaplasmosis bovina en ausencia de Dermacentor (Ueti et al.,
2009).

Debido a la aparente dificultad bioldgica que tiene el macho de la garrapata Boophilus para transmitir la ana-
plasmosis y la presencia de brotes de anaplasmosis al inicio de la temporada de garrapatas, se ha postulado la po-
sibilidad de la transmisidn transovarica de A. marginale dentro de las garrapatas (Piercy, 1956); Shimada y cola-
boradores en 2004 por ejemplo, observaron lotes de larvas de Boophilus colectadas en campos de Brasil durante
los primeros cinco meses del afio positivos a A. marginale (10% y 40% por PCR), asimismo larvas obtenidas de
hembras ingurgitadas mantenidas a 18 °C, también fueron positivas a A. marginale (10% y 30% por PCR); en
contraste, larvas de hembras ingurgitadas mantenidas a 28 °C no presentaron ADN de A. marginale. Los autores
hipotetizan que A. marginale requiere mayor tiempo para colonizar los ovarios, y que la incubacion a 28 °C no lo
permite, sin embargo, la incubacién a 18 °C prolonga la oviposicién y la rickettsia podria colonizar los ovarios
particularmente en las Ultimas puestas y de esta forma sobrevivir durante el invierno en algunas zonas. A pesar de
estos reportes, nadie ha logrado transmitir la anaplasmosis a partir de larvas provenientes de hembras ingurgitadas
de Boophilus, alimentadas sobre bovinos infectados con Anaplasma marginale.

OBJETIVO

En el presente trabajo, nos planteamos como objetivo evaluar la posible transmision transovarica de Ana-
plasma marginale en garrapatas Boophilus microplus y su papel como transmisoras de la anaplasmosis en bovinos
susceptibles.

MATERIALES Y METODOS

Para la evaluacion de la trasmisidn de la rickettsia se uso la cepa mexicana Tlapacoyan 2 de A. marginale, co-
lectada de un brote en el estado de Veracruz y caracterizada respecto de la region variable del gen msplo (Jimé-
nez-Ocampo et al., 2012). Se emplearon bovinos de 12 meses, libres de tuberculosis, brucelosis, Babesia y Ana-
plasma adquiridos en una zona de baja endemicidad. Para este trabajo se uso la cepa Media Joya de garrapatas B.
microplus, susceptible a todos los ixodicidas y que se mantiene rutinariamente en animales libres de enfermedades
transmitidas por garrapatas.

Un primer bovino (027) se inocul6 con sangre infectada y criopreservada con la cepa Tlapacoyan 2, el animal
desarroll6 un cuadro clinico que fue controlado sin necesidad de quimioterapia. EI animal permanecié como por-
tador durante 15 meses antes de ser infestado con larvas de Boophilus microplus. Larvas provenientes de 1 g de
huevos de garrapatas se sobrepusieron en el bovino 027 para que completaran su ciclo y adquirieran la infeccién
con la rickettsia. Durante los dias de ingurgitacion se colectaron las hembras repletas y se formaron 2 grupos que
fueron incubadas, un grupo a 18 °C y a 28 °C el segundo grupo, ambos se mantuvieron en cdmara himeda. Una
vez que se completo la oviposicion las larvas se mantuvieron a temperatura ambiente para completar la eclosion.

Cuatro bovinos intactos (dos por cada lote) se infestaron con 0.25 g de larvas incubadas a 18 °C (bovinos
1756 y 1776) o0 a 28° (bovinos 6963 y 6964). Los animales fueron monitoreados clinicamente. Sangre para frotis y
suero se tomaron semanalmente para determinar la presencia de la rickettsia en sangre mediante frotis sanguineo o
anticuerpos especificos mediante ELISA indirecta (Rodriguez et al., 1999).

Muestras de sangre de los animales involucrados fueron ensayadas por PCR para la region variable del gen
msplao para mostrar la consistencia entre la cepa que reciben los animales y la que fue transmitida por las garrapa-
tas (Rodriguez et al., 1999; Torioni et al, 1998).

RESULTADOS

El bovino 027 recibié una dosis infectante (8.2 x 109 eritrocitos infectados) con la cepa mexicana Tlapaco-
yan 2. Este animal apareci6 positivo a frotis el dia 25 posinfeccion. Durante el proceso clinico, se determin6 una
rickettsemia maxima de 3.2 % Yy sufrié una pérdida maxima de paquete celular aglomerado de 50%. El animal
contuvo el cuadro clinico de manera espontanea y no requirié quimioterapia permaneciendo como portador, du-
rante ese tiempo se verificd la presencia de A. marginale por PCR especifico para Msp5, y se infesté con larvas
eclosionadas de 1 g de huevos de Boophilus microplus, cepa Media Joya. Las hembras ingurgitadas se dividieron
en dos lotes que se incubaron a 18 °C y 28 °C de acuerdo a lo descrito arriba.

Las garrapatas alimentadas en el bovino 027 e incubadas a 18° C tardaron mas de 30 dias a partir de su reco-
leccion para completar el proceso de oviposicidn, mientras que las garrapatas incubadas a 28°C, lo completaron
en aproximadamente 15 dias, que es lo normal bajo esta temperatura.

Larvas maduras provenientes de 0.25 g de masa ovigera de garrapatas que ovipositaron a 18 °C, se infes-
taron sobre los bovinos 1756 y 1776, 0 a 28°C en los bovinos 6963 y 6964. Estos bovinos fueron negativos a A.
marginale por serologia y PCR previo a la infestacién con las larvas. Al seguimiento clinico, ningun animal pre-
sentd signos clinicos o presencia de eritrocitos infectados observables al microscopio por las siguientes 8 semanas,
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tiempo que se considerd suficiente para que desarrollaran la infeccién. En este momento los animales fueron es-
plenectomizados para inmunodeprimirlos y se continud el monitoreo.

Serolégicamente, los 4 animales desarrollaron, de manera intermitente titulos de 1gG especificos contra A.
marginale (Cuadro 1). Solo el animal 6964 (larvas de oviposicion a 28° C ), presentd rickettsemia de 7.5% 2 dias
pos-esplenectomia. El animal 6963, no presentd signos clinicos o eritrocitos infectados a frotis y se siguié monito-
reando.

De los animales infestados con larvas de garrapatas ovipositadas a 18°C, el 1776 desarrollé anticuerpos es-
pacificos de manera mas constante mientras que el bovino 1756 fue negativo hasta que murié (9a semana) de cau-
sas ajenas al experimento

Cuadro 1. indice de positividad de sueros de bovinos infestados con larvas de Boophilus microplus
procedentes de garrapatas alimentadas en un bovino portador de Anaplasma marginale.

Mueastreo zemanal

1 2 3 4 =] T 8 a 10 11 1z
Temperatura de laboratorio
G263 026 028 029 - 0.35 0.28 031 0.39 3.04 0.48 0.40 = 0.35 034 0.33 010
GOG4 0,22 046G 037 " 042 045 0,43 046 2.55 1.72 1.22 e 118 .59 1,19 .80

Incubacidn a 18 °
1756 022 .24 031 N 0,25 032 0,140 013 0,14 016 0,12 h Q.23
1778 a1% 0.3 061 - 032 0.51 037 046 1.15 0.94 1.28 e 1.492 332 9.54 9.29

"Infestacidn
"* Esplemeche=i~

PCR MSP1c DNA Muestreo de la semana 9

Figura 1. PCR para Mspia: 1.-MPM 2.- Control {-); 3.- Control (+); Mex 31; 4.-
Criopresery Tlapacoyan 01;  3.- Criopreserv Tlapacoyan 02; 6.- Bo1736; 7.- 1776,
8.- 6963 9.- 6264, 10.- Criopreserv Tlapacoyan 02; 11.- Marcador de PM de 100
en 100 Pb

Al PCR especifico para la region variable de mspla, se observa que el amplicon para la sangre de la cual se
tomo para infectar al bovino 027 (carril 5, Figura 1) tiene un tamafio aproximado de 750 pares de bases (pb) igual
gue la sangre del bovino 6964 (carril 9 que fue el Unico en presentar la infeccion de manera patente) en compara-
cion con aproximadamente con un amplicon de aproximadamente 600 pb para la misma region del gen mspla del
aislado Tlapacoyan 01. Asimismo, se observan negativos los bovinos 1756, 1776 y 6963 en el muestreo corres-
pondiente a la 9° semana pos infestacion.

DISCUSION

Aun cuando se ha postulado que no existe la transmision transovérica de Anaplasma marginale por garra-
patas del género Boophilus microplus (Wagner et al., 1991), la presencia de ADN de la rickettsia en larvas de la
garrapata implica que esta posibilidad existe. En el presente trabajo, mediante la infeccién con una cepa caracteri-
zada de la rickettsia de un animal portador se muestra que es posible que larvas provenientes de garrapatas libres
de la infeccion alimentadas en él, pueden transmitir la infeccion por Anaplasma a bovinos libres a la rickettsia. Y
contrario a lo esperado, se infectd un bovino infestado con larvas de hembras incuba- das durante la oviposicion a
28 °C y no con larvas de hembras que ovipositaron a 18 °C. La razon para que la transmision se diera en larvas
gue fueran ovopositadas a una temperatura mas alta no la conocemos pero podemos hipotetizar que este fendmeno
ocurre de manera poco frecuente a cualquier temperatura. Muy poco se sabe del ciclo de vida de A. marginale en
la garrapata, mas alla de lo que se ha descrito en la literatura para Dermacentor y menos para Boophilus. Los re-
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sultados presentados, aungue no contundentes tienen que ser corroborados con mas estudios ya que implican que
las medidas para el control de la anaplasmosis y para las garrapatas tendran que tomar en cuenta la posibilidad de
la presencia de brotes de anaplasmosis en zonas de inestabilidad enzootica para Boophilus microplus.

CONCLUSION

En este trabajo se demuestra la transmision transovarica de Anaplasma marginale en garrapatas Boophilus
microplus.
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