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Resumen

Antecedentes: Las enfermedades transmitidas por vectores como las garrapatas son un
problema a nivel mundial, esto debido a los costos relacionados con los tratamientos y la
disminucion en la produccion del ganado. Estas enfermedades causan graves problemas de
morbi-mortalidad en la salud publica y sanidad animal, como consecuencia de la relacion y
el contacto frecuente entre los animales domésticos y las personas (Eraso-Cadena et al.,
2018). Actualmente en Colombia se han reportado pocos casos donde se evidencie la
presencia de hemoparésitos involucrados con animales de produccion, de aqui la
importancia de estudiar la frecuencia de miembros de la familia Anaplasmataceae.

Objetivo:

Detectar molecularmente especies de Anaplasmataceae en animales de produccién pecuaria
en el departamento del Atlantico, Colombia.

Materiales y Métodos:
Area de estudio.

Estudio prospectivo de corte transversal realizado entre enero y septiembre del 2022. El
departamento del Atlantico se encuentra ubicado al norte del territorio nacional y esta
enmarcado dentro de las siguientes coordenadas: Latitud norte 10° 15' 36 " Sur de San
Pedrito: 11° 06' 37" Bocas de Ceniza Longitud oeste de Greenwich 74° 42' 47" (margen
izquierda del rio Magdalena) 75° 16" 34" (interseccion Santa Catalina y Arroyo grande).
Cuenta con una superficie de 3.386 Km?, lo que representa el 0.29% del territorio nacional.
(Departamento Del Atlantico, n.d.). Geograficamente estd compuesto por 23 municipios,
posee altitudes de 123 m, el clima es tropical, célido y seco, con temperatura media anual de
27°C; con medias maximas registradas de 29°C, y minimas de 25°C, entre octubre y
noviembre.

Disefio del estudio.

Fueron seleccionados 7 municipios de cada subregion del area de estudio, con mayor
poblacién de ganado bovino y equino de acuerdo con el Censo Pecuario nacional (ICA 2020).
Se realiz6 muestreo por conveniencia en 9 granjas teniendo en cuenta la facilidad de
transporte y las condiciones ambientales.

Método de muestreo y toma de muestras.

los animales fueron examinados individualmente en toda la superficie corporal para observar
la presencia de garrapatas. De los animales infestados fueron seleccionados un total de 81
animales (62 bovinos, 15 equinos, y 4 mulares.
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Las muestras de sangre fueron tomadas por un médico veterinario, con la debida precaucion
preservando la seguridad y bienestar animal. Las muestras de sangre obtenidas se depositaron
en tubos con EDTA, se codificaron respectivamente para su posterior procesamiento, se
conservaron a -20°C. Se registré ademas los datos generales de los animales como sexo y
edad e informacion de la granja como tamafio de la granja, coordenadas, orientacion
productiva, entre otros.

Analisis molecular.

Se empled una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional utilizando
cebadores dirigidos al gen 16Sr RNA ribosomal que amplificaron un fragmento esperado de
345 pb para especies de la familia Anaplasmataceae.

En cada reaccion de PCR se utiliz6é 10 pl GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega), 1.0
ul de cebadores directos e inversos, 5 ul de DNA y 3 ul agua grado molecular destilada, para
un volumen final de 20 pl. La PCR se llevo a cabo utilizando un termociclador T100 Thermal
Cycler (BIO-RAD), las etapas de la PCR incluyeron una desnaturalizacién inicial a 95°C
durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, hibridacion o anillamiento
de 60°C durante 30 segundos, la etapa de extension de 72 °C durante 45 segundos y un paso
de extension final de 72°C durante 5 minutos.

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron con el programa estadistico SPSS 25® y GraphPad Prism version 8.0
(USA), y a Quantum Geographic Information Systems (QGIS; versién 3.4.15) Para el
andlisis de la distribucion espacial de Anaplasmataceae. Se emple6 un analisis estadistico
descriptivo. Para medir la asociacion entre las variables epidemioldgicas con la probabilidad
de positividad de la infeccion por especies de Anaplasmataceae, se evaluaron mediante el
test de Chi-cuadrado de Pearson o test de Fisher con un nivel de confianza del 95% y un valor
de p<0.05.

Resultados:

El ADN de especies de Anaplasmataceae fue detectado en 54/81 (65.9%; IC: 95%; 56 - 77%)
de los animales analizados. La distribucidn geografica de animales positivos y negativos para
la familia Anaplasmataceae muestreados en el area de estudio, La frecuencia mas alta de
acuerdo al hospedero fue en bovinos 45/62 (72.6%), seguido de equinos 8/15 (53,3) y mulares
1/4 (25%) (p=0,071). En cuanto al sitio de ubicacion la mayor prevalencia se mostré en el
area Sur 17/21 (83.33%), seguido del area Metropolitana 17/21 (81%), Zona Centro 24/33
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(71%), Oriental 8/17 (47%) y la Zona Costera que no presentd casos positivos, En bovinos
la frecuencia fue mayor en machos 5/6 (83%) frente a las hembras 40/56 (71%) de la
poblacion muestreada. El andlisis de Chi-cuadrado mostrd diferencias significativas (p<
0,0007) de la infeccidn por especies de los géneros Ehrlichia y Anaplasma con respecto a la
region muestreada

Conclusiones:

Este estudio mostré una alta frecuencia de bacterias de la familia Anaplasmataceae en
animales domésticos del departamento del Atlantico. Evidenciando la importancia de
técnicas moleculares (PCR) en el diagndstico de hemoparésitos en el ganado.

La deteccidn de estos microorganismos permite implementar planes de concientizacion y
accion que permitan mitigar la prevalencia de enfermedades zoondticas que repercuten
principalmente en la explotacidén pecuaria de la region del caribe colombiano y en salud
publica. Es necesario realizar mas estudios en animales de produccion que estan
estrechamente relacionados con trabajadores para esclarecer el riesgo de esta infeccion.

Palabras clave: Vectores, andlisis molecular, 16s rRNA, familia Anaplasmataceae,
hemoparasitos.

ABSTRACT
Background

Vector-borne diseases such as ticks are a worldwide problem, this due to the costs related to
treatments and the decrease in livestock production. These diseases cause serious morbi-
mortality problems in public health and animal health, as a consequence of the relationship
and frequent contact between domestic animals and people (Eraso-Cadena et al., 2018).
Currently in Colombia, few cases have been reported where the presence of hemoparasites
involved with production animals is evidenced, hence the importance of studying the
frequency of members of the Anaplasmataceae family.

Objective:

To detect molecularly Anaplasmataceae species in livestock production animals in the
department of Atlantico, Colombia.

Materials and Methods:

Study area.
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Prospective cross-sectional study carried out between January and September 2022. The
department of Atlantico is located in the north of the national territory and is framed within
the following coordinates: North latitude 10° 15' 36" South of San Pedrito: 11° 06" 37" Bocas
de Ceniza West longitude of Greenwich 74° 42' 47" (left margin of the Magdalena River) 75°
16" 34" (intersection Santa Catalina and Arroyo Grande). It has an area of 3,386 kmz2, which
represents 0.29% of the national territory (Department Del Atlantico, n.d.). Geographically,
it is made up of 23 municipalities, with altitudes of 123 m. The climate is tropical, warm and
dry, with an average annual temperature of 27°C; with average maximum temperatures of
29°C and minimum temperatures of 25°C between October and November.

Study design.

Seven municipalities were selected from each subregion of the study area, with the largest
cattle and horse populations according to the National Livestock Census (ICA 2020).
Convenience sampling was carried out in 9 farms taking into account the ease of
transportation and environmental conditions.

Sampling method and sampling.

The animals were individually examined individually on the whole-body surface to observe
the presence of ticks. A total of 81 animals (62 cattle, 15 horses, and 4 mules) were selected
from the infested animals.

The blood samples were taken by a veterinarian, with due precaution to preserve animal
safety and welfare. The blood samples obtained were deposited in EDTA tubes, coded
respectively for further processing, and stored at -20°C. The general data of the animals, such
as sex and age, and farm information such as farm size, coordinates, productive orientation,
among others, were also recorded.

Molecular analysis.

Conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) was used using primers targeting the 16Sr
ribosomal RNA gene that amplified an expected 345 bp fragment for species of the
Anaplasmataceae family.

Each PCR reaction used 10 ul GoTag® Probe qPCR Master Mix (Promega), 1.0 ul of direct
and reverse primers, 5 ul of DNA and 3 pul distilled molecular grade water, for a final volume
of 20 pul. PCR was performed using a T100 Thermal Cycler (BIO-RAD), PCR steps included
an initial denaturation at 95°C for 3 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 sec,
hybridization or banding of 60°C for 30 sec, the extension step of 72°C for 45 sec and a final
extension step of 72°C for 5 min.
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Statistical analysis

Data were analyzed using SPSS 25® statistical software and GraphPad Prism version 8.0
(USA), and Quantum Geographic Information Systems (QGIS; version 3.4.15) for the
analysis of the spatial distribution of Anaplasmataceae. Descriptive statistical analysis was
used. To measure the association between epidemiological variables with the probability of
positivity of infection by Anaplasmataceae species, they were evaluated by Pearson’'s Chi-
square test or Fisher's test with a confidence level of 95% and a value of p<0.05.

Results:

DNA of Anaplasmataceae species was detected in 54/81 (65.9%; ClI: 95%; 56 - 77%) of the
animals tested. The geographical distribution of positive and negative animals for the
Anaplasmataceae family sampled in the study area, the highest frequency according to host
was in cattle 45/62 (72.6%), followed by equines 8/15 (53.3) and mules 1/4 (25%) (p=0.071).
Regarding the site of location, the highest prevalence was shown in the Southern area 17/21
(83.33%), followed by the Metropolitan area 17/21 (81%), Central area 24/33 (71%), Eastern
area 8/17 (47%) and the Coastal area that did not present positive cases, In bovines the
frequency was higher in males 5/6 (83%) compared to females 40/56 (71%) of the sampled
population. The Chi-square analysis showed significant differences (p< 0.0007) of infection
by species of the genera Ehrlichia and Anaplasma spp with respect to the sampled region

Conclusions:

This study showed a high frequency of bacteria of the Anaplasmataceae family in domestic
animals in the department of Atlantico. Evidencing the importance of molecular techniques
(PCR) in the diagnosis of hemoparasites in cattle.

The detection of these microorganisms allows the implementation of awareness and action
plans to mitigate the prevalence of zoonotic diseases that mainly affect livestock exploitation
in the Colombian Caribbean region and public health. It is necessary to carry out more studies
in production animals that are closely related to workers to clarify the risk of this infection.

Key words: Vectors, molecular analysis, 16s rRNA, Anaplasmataceae family,
hemoparasites.
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