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Resumen:

La descripcion actual de la transmisién bioldgica de Anaplasma marginale por garrapatas
Rhipicephalus microplus incluye la transmision intrastadial y transestadial. Tanto la
transmision transovarica de Anaplasma de las garrapatas ingurgitadas a su progenie como la
transmision de las larvas infectadas 116 imentadas al huésped mamifero son temas
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controvertidos. Para demostrar la transmision vertical de A. marginale por las garrapatas de
R. microplus en condiciones experimentales, hembras ingurgitadas infectadas se incubaron a
18 °C o, 28 °C durante la oviposicion. Las larvas eclosionadas de estas garrapatas se usaron
para infestar a dos novillos por cada temperatura de incubacion. Sélo los novillos infestados
con larvas ovipositadas a 28 °C desarrollaron infeccion por A. marginale. ADN de larvas
utilizadas para la infestacion del donador de garrapatas portadoras, ADN de larvas
ovipositadas a 28 °C y ADN de sangre de novillos que desarrollaron la infeccién, fueron
positivos para la amplificacion de la region variable de los genes msp5 y mspla por PCR.
Todas las deméas muestras de ADN incluyendo el estabilizado original, la sangre del bovino
donante, las larvas de garrapatas incubadas a 28 °C y los novillos infestados con estas mismas
larvas fueron positivos tanto para msp5 como para mspla por PCR. Las secuencias de mspla
de todos los productos de PCR fueron las mismas y coincidieron con la secuencia de la cepa
Tlapacoyan-2 usada para la infeccion del bovino donante. La evidencia que se presenta indica
que R. microplus es capaz de transmitir A. marginale a su progenie y que estas larvas
infectadas pueden transmitir la infeccion a huéspedes susceptibles.

Palabras clave: Anaplasma marginale, Transmision transovarica, Garrapatas,
Rhipicephalus microplus.
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Introduccion

Las garrapatas son ectoparasitos ampliamente extendidos en todo el mundo, y su eco-
epidemiologia depende de las condiciones ambientales regionales”). Las garrapatas son
artrépodos con una gran capacidad de transmision de patdgenos humanos y animales y se
considera gque son los vectores mas importantes de patdgenos que ocasionan enfermedades a
animales domésticos y salvajes, después de los mosquitos®?. Hay muchas especies de
garrapatas presentes en México®, pero la de mayor importancia econémica en la industria
ganadera es Rhipicephalus microplus, tanto en México como en el resto de América Latina.
R. microplus es responsable de dafios directos y de la transmision de la babesiosis y la
anaplasmosis bovinas®?,

Si bien se ha establecido claramente la transmision transovarica de babesiosis bovina®, la
transmision transovarica de la anaplasmosis bovina sigue siendo objeto de controversias.

La anaplasmosis bovina es una rickettsiosis transmitida por la garrapata y distribuida en todo
el mundo®. Anaplasma marginale, el agente causal, infecta los eritrocitos maduros de
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diversas especies de rumiantes, pero tiene un mayor impacto en el ganado bovino adulto; el
sindrome clinico incluye fiebre, anemia, pérdida de peso y de produccién, y muerte si no se
aplica un tratamiento oportunot®.

En el ganado, A. marginale infecta los eritrocitos maduros las células endoteliales®1?, y pese
a la aplicacion de un tratamiento especifico, los bovinos pueden seguir siendo portadores
asintomaticos por el resto de sus vidas®!?. También se ha demostrado que el surgimiento
de variantes antigénicas de ciertas proteinas de la membrana de las rickettsias en el huésped
mamifero también es fundamental para su permanencia y su transmision a huéspedes no
infectados™®?).

La transmision de A. marginale entre el ganado ocurre a nivel mecénico tanto como
bioldgico. La transmisién mecanica se da mediante artropodos de sangre y procedimientos
veterinarios que transfieren sangre infectada de los portadores a huéspedes no
infectados®*1%), La transmision bioldgica ocurre principalmente a través de garrapatas
Rhipicephalus y Dermacentor infectadas®; sin embargo, en América Latina, la garrapata del
ganado Rhipicephalus microplus es el principal vector biol6gico®. Las garrapatas pueden
transmitir la rickettsia biologicamente en una misma fase (transimsion intraestadial), asi
como entre una fase y otra (transimsion transestadial). En Rhipicephalus microplus, las
larvas, ninfas y garrapatas adultas adquieren la rickettsia al alimentarse en ganado infectado,
misma que se replica en las células del intestino®®1718), Después de un ciclo inicial de
replicacion, las cepas de Anaplasma transmisibles por la garrapata emigran del estémago
medio, a través de la hemolinfa, a otros tejidos, incluyendo las células acinares de las
glandulas salivales, donde por ultimo la rickettsia pasa por varios ciclos de replicacién
logaritmica®®. En una segunda ronda de alimentacion, y por lo general después de la muda
(transmision transestadial), las garrapatas secretan formas infecciosas de la rickettsia en su
saliva mientras se alimentan, y de ese modo la transmiten®. Evidencias anteriores han
demostrado que los machos adultos de R. microplus transferidos manualmente transmiten A.
marginale®?%. Las ninfas y adultos jovenes de R. microplus infectadas con A. marginale
(larvas y ninfas incubadas en el laboratorio, a las que se permite la muda a la siguiente etapa)
y transferidas manualmente a animales susceptibles fueron capaces de transmitir las cepas
mexicanas de A. marginale de Aguascalientes y Yucatan, de alta y baja virulencia,
respectivamente, en el laboratorio de la presente investigacion@V.

R. microplus es una garrapata de un solo huésped que pasa toda su vida parasitica en el mismo
animal hasta que las hembras ingurgitadas se desprenden para poner sus huevos. Las
garrapatas adultas machos pueden migrar de un huésped a otro, a través del contacto
fisico®2), Su importancia como vectores de A. marginale entre diferentes animales no ha
sido evaluada plenamente. Esta aparente ineficiencia de las garrapatas macho como
transmisoras y la presencia de brotes de anaplasmosis al inicio de la temporada de las
garrapatas ha llevado a proponer que las larvas de las garrapatas infectadas pueden adquirir

118



Rev Mex Cienc Pecu 2020;11(1):116-131

la infeccion a través del ovario (transmision transovarica). Asi, cuando las larvas eclosionan,
ya estan infectadas y se convierten en vectores potenciales de A. marginale@®¥. Otros
esfuerzos experimentales para probar la transmision transovérica en las garrapatas
Dermacentor no han sido concluyentes®). En un esfuerzo por clarificar la transmision
transovarica en R. microplus, Shimada y sus colaboradores®® recolectaron larvas de R.
microplus de potreros infectados durante los primeros cinco meses del afio en Brasil y
descubrieron que 7/50 muestras eran positivas cuando realizaron pruebas de deteccion de
msp5 por PCR anidada (nPCR). En este mismo estudio, las garrapatas hembra ingurgitadas
en un portador de A. marginale se incubaron a 18 °C ¢ 28 °C para la oviposicion; 11 por
ciento de las larvas de las garraptas ingurgitadas incubadas a 18 °C y ninguna de las incubadas
a 28 °C resultaron positivas cuando se les realiz6 la prueba de deteccion de msp5 mediante
nPCR. Sin embargo, estos autores no hacen referencia a una infestacion de ganado
susceptible con larvas con msp5 de ninguno de estos grupos para confirmar la transmision a
través de la alimentacion®®,

A la luz de estos hallazgos, se planted la hipétesis de que las larvas de R. microplus pueden
adquirir A. marginale de su progenitora ingurgitada con A. marginale (transmision
transovarica) cuando se la incuba a 18 °C y, al alimentarse, transmiten la infeccion al ganado
no infectado en condiciones de laboratorio.

Material y métodos

Declaracion de ética

Este estudio fue aprobado por la rama del CENID-PAVET del Comité de Etica de
Experimentacion Animal del INIFAP y fue realizado tomando en cuenta los aspectos éticos
y metodoldgicos de acuerdo con las normas mexicanas sobre el uso, alojamiento y transporte
de animales para experimentacion NOM-062-Z00-1999.

Cepas de patdgenos y de vectores

La cepa Anaplasma marginale Tlapacoyan-2 utilizada en este estudio fue recolectada
originalmente en el Municipio de Tlapacoyan, en el estado mexicano de Veracruz, a partir
de un brote natural, y se la ha caracterizado en relacion con la region variable del gen mspla
y con el gen msp4@’). Se demostré que esta cepa es transmisible por machos adultos de R.
microplus en el laboratorio del CENID-PAVET..

La colonia “Media Joya” de R. microplus se recolectd originalmente en el Municipio de
Tapalpa, en el estado de Jalisco, México®®?), y se la mantiene rutinariamente a través de
pases en novillos libres de enfermedades transmitidas por garrapatas en el CENID-PAVET.
La colonia transmite eficientemente multiples cepas de A. marginale, incluyendo la cepa
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Tlapacoyan-2@Y. A fin de asegurarse de que la cepa esté libre de A. marginale, por rutina se
somete a las garrapatas de cada generacion a una prueba para verificar la ausencia de A.
marginale mediante nPCR para deteccion del gen msp5 (véase abajo).

Se adquirieron cinco novillos de la cruza Bos Taurus de 12 meses de edad de un ganadero
local del Municipio de Cuauhtémoc, en la parte oeste-centro del estado de Chihuahua,
México, que esta clasificada como libre de garrapata por el Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria de México
(http://www.gob.mx/senasica/documentos/34495). Estos novillos fueron certificados como
libres de tuberculosis y brucelosis por laboratorios certificados a nivel federal. Los animales
estaban libres de garrapatas, asi como de A. marginale segun se certificd mediante una prueba
de deteccion del gen msp5 por nPCR final. El novillo 027 fue el primero en ser adquirido, y
los cuatro novillos restantes (1756, 1776, 6963 and 6964) fueron adquiridos posteriormente
del mismo ganadero, para garantizar que todos ellos satisficieran las normas sanitarias
establecidas por las autoridades mexicanas y las propias de esta investigacion en relacion con
la edad y la ausencia de garrapatas y de enfermedades infecciosas transmitidas o no por las
garrapatas.

Los laboratorios y los establos del CENID-PAVET se localizan en las afueras de la pequefia
area urbana de Progreso, en el municipio de Jiutepec, Morelos, en el centro de México, dentro
de los limites urbanos. Estas instalaciones estan libres de garrapatas. Cuando los animales
entran en las instalaciones, se exige la aplicacion de tratamiento contra garrapatas, y todos
los animales albergados en establos al aire libre son rociados periddicamente para controlar
las moscas. Todos los animales utilizados en estos experimentos fueron albergados en la
Unidad de Aislamiento de Ganado del CENID-PAVET, un establo de confinamiento libre de
garrapatas y de moscas.

Infeccion del animal portador

Se inoculd al novillo 027, por via intravenosa, una dosis de 8.2 x 10° de eritrocitos infectados
con la cepa Tlapacoyan-2 de A. marginale preservada bajo nitrégeno liquido. La infeccién
fue monitoreada, y el animal no requirio tratamiento. El novillo 027 permanecié como
portador asintomatico segun las pruebas realizadas mediante examen al microscopio de
laminas con sangre tefiida con Giemsa y de deteccion del gen msp5 por nPCR, durante los
15 meses anteriores a la infestacion con R. microplus para este estudio. El novillo 027 fue
infestado con (aproximadamente 10,000) larvas maduras de R. microplus Media-Joya
eclosionadas de 0.5 g para adquirir la infeccion mediante la alimentacion. Veintian (21) dias
después, hembras maduras ingurgitadas fueron recolectadas directamente del novillo 027,
enjuagadas con agua destilada para eliminar el detritus, colocadas en cajas de Petri en grupos
de diez e incubadas a un 80 % de humedad.
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Incubacidon para la oviposicion

Las hembras ingurgitadas fueron divididas en dos lotes diferentes para completar la
oviposicion como sigue: el primer lote se incubd a 18 °C para la oviposicion en un cuarto
climatizada con variaciones maximas de 2 °C. A fin de evitar las variaciones de temperatura
por el uso regular del cuarto, las garrapatas se conservaron dentro de una pequefia hielera
portatil, y se proporcion6 una humedad del 80% mediante el uso de toallas humedas
controladas por medio de un hidrometro Traceable® (Fisher Scientific). Se colocaron varias
cajas de Petri a 28 °C para la oviposicion en una incubadora marca Nor-Lake Scientific (Nor-
Lake LRF201WWW-0). La humedad se mantuvo con una saturacion de 80 % como se
describe. Una vez que se completd la oviposicion, se juntaron masas de huevos de cada
temperatura, se pesaron y se dividieron en lotes de 0.25 g y se mantuvieron en viales de vidrio
de 5 ml cerrados con tapones de algodon. Ambos lotes de huevos se incubaron a una
temperatura de 28 °C y al 80% de humedad durante dos semanas hasta que las larvas
eclosionaron. Se utilizaron (aproximadamente 5,000) larvas maduras de los lotes de huevos
de 0.25 g para la transmisién a novillos intactos mediante la alimentacion. Otras larvas
maduras de los lotes de 0.25 g de las hembras mantenidas a temperaturas de 18 °C y 28 °C
fueron congeladas para la posterior determinacion e identificacion del ADN de A. marginale
mediante la amplificacion de la region variable de los genes msp5 y msple.

Infeccion de novillos no infectados por transmision durante la
alimentacion, monitoreo clinico y recoleccion de muestras

Cuatro novillos a los que no se extirpé el bazo fueron infestados con larvas maduras de lotes
de huevos de 0.25 g; los novillos 1756 y 1776 fueron infestados con larvas de hembras
ingurgitadas incubadas a una temperatura de 18 °C, mientras que los novillos 6963 y 6964
fueron infestados con larvas ingurgitadas incubadas a 28 °C.

Monitoreo clinico

El monitoreo clinico de los animales para experimentacion incluyé un registro diario de la
temperatura rectal (entre las 8 y las 9 de la mafiana), recoleccion diaria de sangre con
anticoagulante mediante venipuncion de la vena caudal para el examen de laminillas de
sangre tefiida con Giemsa y evaluacion del volumen de las células concentradas sedimentadas
mediante el método microhematocrito y la amplificacion del gen msp5 por nPCR vy de la
region variable del gen por PCR y secuenciacion®”,
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Extraccion de ADN, PCR, clonacion y secuenciacion

Se utilizaron larvas de hembras ingurgitadas incubadas a temperaturas de 18 °C y 28 °C para
extraer el ADN genomico (ADNQ). Se extrajeron larvas de masas de huevos de 100 mg de
la manera siguiente: se pulverizaron larvas congeladas (a —70 °C) utilizando un mortero
congelado a —70 °C. Las larvas pulverizadas fueron solubilizadas en 1M Tris-HCI, 0.5 M
EDTA, solucién de proteinasa K (1 mg/7 ml) y centrifugadas a 10,000 xg; se separ¢ el
sobrenadante del ADN con dos ciclos de alcohol fenol-cloroformo-isoamil y cloroformo. Los
sobrenadantes se lavaron por etapas, primero con etanol absoluto y después con etanol al
70%. El ADN se hidrat6 en agua esterilizada destilada dos veces y desionizada y se mantuvo
congelado a —20 °C hasta su utilizacion.

Se centrifugaron muestras de sangre de los novillos infectados por transmision alimentaria a
2,250 xg durante 15 min a 4 °C: se desechd el plasma y la capa leuco-plaquetaria. El ADNg
se extrajo por medio de un kit comercial (Kit UltraClean® BloodSpin® para aislamiento de
ADN, Laboratorios MO-BIO), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mantuvo el
ADNg a —20 °C hasta su utilizacion.

Se analizaron muestras de ADN de la sangre y larvas para detector el gen msp5 como un
indicador universal de A. marginale mediante PCR anidada utilizando el iniciador directo
5’-GCATAGCCTCCGCGTCTTTC-3’y el iniciador reverso
5’-TCCTCGCCTTGCCCTCAGA-3’ en la primera ronda de amplificacion, y el iniciador
directo 5’-TACACGTGCCCTACCGACTTA-3’ y el iniciador reverso
5°-TCCTCGCCTTGCCCTCAGA-3’ en la segunda ronda, como se describe®. Se corri6 la
prueba por nPCR en dos rondas en un volumen final de 25 pl con un kit comercial (muestra
maestra de PCR, sistema Promega, Madison, WI, EEUUA) en un Termociclador T-
Profesional (Biometra, Alemania), 0.1 — 1 ng de ADN y cebadores (10 pM). Las condiciones
de ciclaje para el gen msp5 fueron una etapa de precalentamiento a 95 °C durante 3 min y 35
ciclos de 95 °C durante 30 s, 65 °C durante 58 s, y 72 °C durante 30 s con una Ultima etapa
de extension a 72 °C durante 10 min.

Se analizaron muestras en las que se comprobé la presencia de msp5 en la nPCR para la
region variable del gen por PCR (cebador directo: 5 -GTGCTTATGGCAGACATTTCC-3’
y cebador reverso 5’-CTCAACACTCGCAACCTTGG-3")@"3D para la verificacion de
cepas. Para la region variable del gen mspla las condiciones de ciclaje fueron una etapa de
precalentamiento a 95 °C durante 3 min y 35 ciclos de 60 s, 58 °C 60 s, 72 °C 60 s, y una
extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de la nPCR y la PCR se separaron en
gel de agarosa al 2% después de una electroforesis en tampon 1x TAE y tincion con bromuro
de etidio al 0.015% a 100 voltios. Se clonaron productos de la PCR de la regién variable del
gen mspla en el plasmido pJetl.2 utilizando un kit CloneJet para clonacion de PCR (Thermo
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Fisher Scientific), y se transformaron células competentes TOP10 E. coli con construcciones
segun las instrucciones del fabricante. Se cultivaron colonias positivas en LB+ampicilina
(100 mg/ml) y se aislo el plasmido ADN utilizando el kit Wizard® Plus SV Minipreps
(Promega, Madison WI, EEUUA). Se secuencid el pldsmido de ADN de al menos tres
colonias aisladas para determinar la secuencia consenso. Las secuencias de ADN derivadas
de la secuenciacién Sanger se analizaron con el editor de plasmido ApE v2.0.47. Las
secuencias de consenso se alinearon con ClustalW (http://www.clustal.org/).

Resultados

Infeccion inicial con Anaplasma marginale y su adquisicion mediante la
alimentacion

La inoculacion intravenosa del novillo 027 con la cepa Tlapacoyan-2 de A. marginale dio
como resultado frotis sanguineos positivos y signos clinicos leves de anaplasmosis
(temperatura rectal de 39 °C, depresion, pérdida de apetito y anemia), llegando a una
rickettsemia maxima del 3.2 % y a una pérdida del 50 % del volumen celular aglomerado
para el dia 25. No se requirié quimioterapia, y el novillo 027 regresé a los valores clinicos
normales dentro de un periodo de 2 semanas después del inicio de la infeccion. EI novillo
027 permanecié como un portador subclinico durante los 15 meses siguientes, como se
corroboré mediante pruebas periddicas de la amplificacion del gen msp5 mediante nPCR. El
novillo 027 fue infestado con larvas maduras de R. microplus negativas a A. marginale segun
se ha determinado mediante la PCR para detectar el gen msp5, para fines de infeccién por
adquisicion mediante la alimentacién. Las hembras ingurgitadas recolectadas en el dia 21 e
incubadas en a 28 °C completaron la oviposicion para el dia 15 periodo que se considera
normal. En cambio, las hembras ingurgitadas recolectadas al mismo tiempo, pero incubadas
a 18 °C tardaron mas de 30 dias en completar la oviposicion. Independientemente de la
temperatura a la que se incubaron las madres, las larvas de ambos lotes terminaron de
eclosionar dentro de un periodo de 15 dias después de la oviposicion.

Transmision mediante la alimentacion

Los novillos fueron infestados con larvas de R. microplus de hembras ingurgitadas incubadas
a18°C (novillos 1756 y 1776) y a 28 °C (novillos 6963 y 6964), respectivamente. Se permitio
a las larvas maduras no alimentadas alimentarse de los novillos designados y alcanzar asi la
etapa adulta. Ninguno de los cuatro novillos desarroll6 signos clinicos de anaplasmosis ni
exhibio eritrocitos infectados en la evaluacion microscépica de los frotis sanguineos durante
este periodo. Ocho semanas después de la infestacion, los cuatro animales fueron sometidos
a una esplenectomia experimental para ocasionar la inmunosupresion e inducir una
rickettsemia. El novillo 6964 (larvas ovipositadas a 28 °C) desarrolld un 7.5 % de
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ricketssemia detectable mediante microscopia registrada 2 dias después de la realizacion de
la esplenectomia, momento en el que el animal recibié un tratamiento especifico
(oxitetraciclina 20 mg/kg durante 10 dias consecutivos). A pesar de la esplenectomia,
ninguno de los otros tres novillos desarrolld una ricketssemia detectable mediante el
microscopio. Amplificacion del gen msp5 por nPCR corrobor6 la presencia A. marginale en
los novillos 6964 y 6963, pero no lo amplifico en la sangre de los novillos 1756 y 1776
(Figura 1).

Figura 1: Deteccidn del gen msp5 de Anaplasma marginale msp5 por nPCR. Los
productos de la nPCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

M. Indicador del peso molecular; 1, Cepa original Tlapacoyan-2 congelado; 2, novillo 027; 3, novillo 1756; 4,
novillo 1776; 5, novillo 6963; 6, novillo 6964

A fin de corroborar que la cepa Tlapacoyan-2 era el mismo patdgeno que infectd a los
novillos 027, 6964 y 6963, se analizaron muestras de sangre de éstos, una muestra de la cepa
original criopreservada y larvas de garrapatas incubadas a 28 °C para detectar la region
variable del gen msple. La Figura 2 muestra un producto de PCR amplificado de 750 bp
(carril 2) para el estabilato de la cepa Tlapacoyan-2 criopreservado, de acuerdo con la
secuencia reportada®”; (GenBank, nimero JN564641.1). Una banda con el mismo peso
molecular aparente estuvo presente en todas las demas muestras sometidas a pruebas de
deteccion de la regién variable del gen mspla en las muestras de sangre de los novillos 027
(carril 3, 6964 (carril 5) y 6963 (carril 6) y en las larvas de R. microplus de las garrapatas
ingurgitadas incubadas a 28 °C (carril 4).
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Figura 2: PCR especifica para la region variable del gen mspla

1000 bp

500 bp

1000 bp

500 bp

Panel A; M, indicador del peso molecular; carril 1, (-) testigo; carril 2(+) sangre infectada con la cepa testigo
Mex-31; carril 3, sangre infectada con la cepa Tlapacoyan-1; carril 4, sangre infectada con la cepa
Tlapacoyan-2. Panel B: carril 1, estabilato criopreservado de la cepa Tlapacoyan-2; carril 2, muestra de sangre
del novillo 027; carril 3, muestra de sangre del novillo 6963 a la semana 9; larvas de garrapatas R. microplus
ingurgitadas incubadas a 28° C, y carril 5, muestra de sangre del novillo 6964 a la semana 9.

Todas las secuencias derivadas de la sangre o de larvas fueron idénticas para la region
variable del gen msplea de la cepa Tlapacoyan-2 segin se informo®”). Este hallazgo es
congruente con la hipétesis de que las larvas de garrapatas ingurgitadas adquieren la
infeccion de sus madres y son capaces de transmitirla a huéspedes no infectados. No se
demostré (mediante PCR o frotis sanguineo) la presencia de A. marginale en las larvas de
las garrapatas R. microplus ingurgitadas incubadas a 18 °C ni en los novillos infestados con
éstas.

Discusion

La transmision intraestadial y transestadial de A. marginale durante las etapas parasiticas del
vector han sido ampliamente documentadas en las garrapatas Dermacentor vy
Rhipicephalus®3®>33), También se ha documentado el papel de las garrapatas R. microplus
como el vector biologico mas importante de Anaplasma marginale en aquellas areas en que
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las garrapatas Dermacentor no estan presentes®. Sin embargo, los esfuerzos para
documentar la transmision transovérica no han sido exitosos o concluyentes.

En Madagascar se realizaron infestaciones escalonadas en becerros esplenectomizados con
larvas no alimentadas de garrapatas ingurgitadas alimentadas con la sangre de ganado
infectado con Babesia bovis, B. bigemina, A. marginale y otros patdégenos transmitidos a
través de la sangre®® . En estos becerros esplenectomizados se demostré una infeccion
patente con B. bovis y B. bigemina, pero no con A. marginale. En dos estudios diferentes
realizados en Australia, se utilizaron larvas de garrapatas ingurgitadas infectadas mediante la
alimentacion solamente durante cuatro dias, o a los dias cuatro y 15, respectivamente,
después de haber eclosionado®®3®; en ambos casos, las hembras ingurgitadas fueron
incubadas a una temperatura de 28 °C hasta completar la oviposicion. No se corrobor6
infeccion con A. marginale en ninguno de estos trabajos. Un estudio realizado en
Colombia®® report6 la transmision de anaplasmosis a becerros no infectados de 6 meses de
edad por larvas de garrapatas que adquirieron experimentalmente la infeccion al alimentarse.
Estos autores reportaron que la transmision también ocurrio cuando se infest6 a un novillo
no esplenectomizado con larvas de segunda generacién. Sin embargo, no se describieron las
condiciones de alojamiento del ganado para este estudio. Recientemente se documenté en el
Brasil®® la presencia de ADN de A. marginale en la progenie larval de garrapatas
ingurgitadas recolectadas de potreros con anaplasmosis endémica y larvas no alimentadas de
hembras alimentadas experimentalmente con sangre de becerros infectados de Anaplasma.
No obstante, los autores de ese estudio no mostraron evidencias de la infestacion de ganado
susceptible con larvas con presencia del gen msp5 verificada mediante la PCR.

A fin de determinar la transmision transovarica de A. marginale se han reportado una serie
de condiciones de oviposicion, tiempo de maduracion de las “larvas infectadas”, valores
variables de rickettsemia observable en donadores natural o experimentalmente infectados,
uso de receptores intactos y esplenectomizados de larvas no alimentadas e incluso
ubicaciones donde se llevaron a cabo los estudios.

Para garantizar que los animales experimentales estuvieran libres de A. marginale, fueron
adquiridos de un area libre de garrapatas y fueron sometidos a pruebas de PCR y seroldgicas
en el momento de la compra y justo antes de infectarlos o infestarlos. Las condiciones de
alojamiento de los novillos experimentales en este estudio impidieron la transmision de
rickettsia entre ellos o del novillo portador (027) a traveés de moscas o de garrapatas. En un
intento de replicar las condiciones naturales, se alimenté a garrapatas de un portador bovino
sin rickettsemia detectable en el momento de la adquisicion del patégeno por las garrapatas
progenitoras. Se eligieron las temperaturas convencionales de 18 °C y 28 °C para la
oviposicion, dado que segun los reportes la transmision podia darse a cualquiera de estas
temperaturas®®),
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La hipotesis original postulaba que la incubacion de garrapatas ingurgitadas a 18 °C
prolongaba el periodo de oviposicion de tal manera que permitia al A. marginale alcanzar e
infectar el ovario y por ende a la progenie. Como en los resultados anteriores, la incubacion
a 18 °C prolong6 dos veces el periodo de oviposicion en comparacién con la incubacién a la
temperatura convencional de 28° C®7,

También se confirmo la presencia de ADN de A. marginale en la progenie de garrapatas
infectadas mediante la alimentacion incubadas a 28 °C, pero no en las larvas de garrapatas
incubadas a 18 °C. Como corresponde a la presencia de ADN de A. marginale en estas larvas,
se encontrd que uno de los dos novillos infestados con larvas de garrapatas incubadas a 28
°C desarrollé una rickettsemia observable en frotis sanguineos (6964) dos dias después de la
esplenectomia. El novillo 6963, también infestado con las mismas larvas, dio positivo en la
nPCR para la deteccién del gen msp5.

Se planted la hipotesis de que la infestacidn con larvas de las garrapatas incubadas a 18 °C
transmitiria la rickettsia; sin embargo, estos resultados muestran que estas larvas no indujeron
una rickettsemia patente, mientras que las larvas de las garrapatas incubadas a 28 °C si lo
hicieron. No obstante, los resultados concuerdan con los de otros que utilizaron larvas de
garrapatas hembras ingurgitadas alimentadas de la sangre de ganado infectado, las cuales
lograron infectar a becerros susceptibles de 6 meses de edad®®).

No se sabe por qué la transmision se logré sélo con las larvas de hembras incubadas a 28 y
no de las de las madres incubadas a 18 ; sin embargo, la evidencia de nuestro estudio y de
otros en los que no hubo transmision o se logré infeccion parecen sefialar hacia un fenémeno
que puede darse bajo la influencia de muchas variables, incluyendo la cepa de las garrapatas,
la cepa de la rickettsia y, muy probablemente, la conformacion genética del huésped y no
s6lo con base en la temperatura a la que las garrapatas ingurgitadas depositan sus huevos.

Este es el primer estudio en el cual se caracterizd la presencia de ADN de A. marginale en
las larvas y en el ganado no infectado infestado como lo mismo, lo que indica que ocurrid la
transmision de las larvas no alimentadas al ganado susceptible. La posibilidad de utilizar una
cepa 73 B B B y mspla facilitd el seguimiento de la infeccion a lo largo del experimento.
Nuestros resultados confirmaron que la cepa Tlapacoyan-2 era el mismo organismo que se
encontrd en el portador, las larvas y los novillos de este experimento.

A la luz de evidencias anteriores, se considera que estos resultados apoyan el argumento de
que el Anaplama marginale se transmite transovaricamente a través de las garrapatas R.
microplus y que estas larvas fueron capaces de transmitir la rickettsia a un huésped mamifero.
AUn hay muchas preguntas que contestar; se tendran que realizar muchos mas estudios para
responderlas. Mientras tanto, y segun estos resultados, es importante que se considere la
transmision transovarica de Anaplasma marginale dentro del ciclo de vida de este patdgeno.
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