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Resumen

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 disminucién en la
produccién del ganado. Actualmente en Colombia se han reportado pocos casos donde se
evidencie la presencia de hemoparasitos involucrados con animales de produccion, de aqui la
importancia de estudiar la frecuencia de miembros de la familia Anaplasmataceae,
enfocdndonos en dos especies como lo son Anaplasma sp. y Ehrlichia sp presentes en el
Departamento del Atlantico. Este estudio se realiz6 en periodos comprendidos entre enero y
septiembre del 2022 en 9 fincas de 7 municipios del Departamento del Atlantico, distribuidas
en las 5 subregiones del departamento (Area Metropolitana de Barranquilla, Costera, Nordeste,
Oriental, Centro y Sur). Se colectaron 81 muestras de sangre de animales de granja (bovinos N
= 62, equinos N = 15 y Mulares N = 4) para detectar la presencia de bacterias de la familia
Anaplasmataceae (Anaplasma sp y Ehrlichia sp) a partir de la técnica molecular PCR
amplificando el gen ARN ribosomal 16s, el anélisis de las muestras estuvo comprendido por
la extraccion de DNA; la cual se realizé a partir de 300 ul de sangre utilizando el Kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) seguido de la PCR, donde en cada
reaccion se utilizd 10 ul GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega), 1.0 pl de cebadores
directos e inversos, 5 pul de DNA y 3 ul agua grado molecular destilada, para un volumen final
de 20 pl. Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS 25® y Microsoft Excel,
elaborando la prueba chi-cuadrado con un intervalo de confianza del 95% y con un p < 0.05,
calculando la frecuencia bacteriana relacionada de la familia anaplasmataceae en animales de
granja, se tuvieron en cuenta las variables como localizacion, tamafio, orientacion productiva
y sex0. Se encontro en bovinos con un 75.58%, seguidamente de los equinos con 53,33% y en
mulares con un 25%. La frecuencia en bovinos macho se presentd en un 83% en comparacion
a las hembras con un 71% de la poblacion estudiada, el andlisis chi-cuadrado determiné una
asociacion significativa de (p< 0,007) con la positividad y la localizacion de los animales
muestreados. De acuerdo con los resultados positivos y negativos distribuidos geograficamente
se encontrd una mayor prevalencia en el area sur con 83,33%, seguido por el area metropolitana
con un 80,1%, zona centro 71%, oriental 47% y en zona costera las cuales no presenté casos
positivos. Los resultados obtenidos arrojan que el 65.9% de los animales muestreados estaban
infectados con las especies de la familia anaplasmataceae, lo que evidencia que las condiciones
climaticas de la region permiten el desarrollo y maduracién de las garrapatas como vectores
microbioldgicos, también se coincide con otros estudios al establecer que los bovinos son més
susceptibles a la colonizacion que otras especies del sector pecuario. Se hace énfasis en la
importancia que tiene el uso de técnicas moleculares en el diagnéstico ya que debido al dificil
aislamiento no se suele aplicar el tratamiento mas efectivo repercutiendo en la explotacion
pecuaria y en salud publica.

Palabras claves: Vectores, analisis molecular, 16s rRNA, familia Anaplasmataceae,
hemoparasitos.

Introduccion.
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La anaplasmosis y ehrlichiosis son enfermedades zoondticas tropicales y subtropicales que
afectan principalmente animales de produccion y domésticos (Kocan et al., 2015). 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 domesticos
y las personas (Eraso-Cadena et al., 2018).

La familia Anaplasmataceae pertenece al orden Rickettsiales que incluye dos importantes
géneros Anaplasma spp. y Ehrlichia spp. Anaplasma cuenta con tres especies importantes
como A. marginale, A. centrale y A. bovis que deterioran los eritrocitos del ganado vacuno y
caprino a nivel mundial (Rar et al., 2021). Dentro del género de Ehrlichia se incluyen E. canis,
E. chafeensis y E. ewingii que afectan principalmente a los monocitos de los perros.
Recientemente se describid una nueva especie de E. muris eauclairensis que infecta a humanos
(Low et al., 2020).

Las afectaciones en la produccion pecuaria incluyen disminucién en la produccion, abortos y
en el peor de los casos muerte del animal, (Chaorattanakawee et al., 2022) generando pérdidas
econdmicas aproximadamente de 4,2 millones de ddlares por afio (Jaimes-Duefiez et al., 2018).
Estudios en Colombia han demostrado la presencia de Anaplasma en animales domésticos
como bovinos y humanos mediante pruebas seroldgicas y moleculares. Colombia al ser uno de
los principales paises ganaderos de Sudamérica con un estimado de 27 millones de cabezas de
ganado bovino no se encuentra exento de las pérdidas econémicas que representa la presencia
de estos microorganismos (Jaimes-Duefiez et al., 2018).

El panorama en el uso de técnicas para el diagnostico de Ehrlichia spp y Anaplasma spp en
animales es amplio, puesto que son enfermedades similares con sintomas parecidos, hay
disponible varias pruebas, seroldgicas, microscépicas y moleculares que resultan Utiles de
acuerdo con la fase de la enfermedad. La utilizacion de una sola herramienta diagndstica resulta
poco confiable; la baja sensibilidad en infecciones naturales (Vargas-Hernandez et al., 2016) y
poca bacteriemia hacen dificil la identificacion microscopica (Rotondano et al., 2012); en
muchos test seroldgicos la demora en la respuesta de anticuerpos durante la fase aguda de la
enfermedad y reacciones cruzadas con otros microorganismos relacionados dificulta la
especificidad y diferenciar entre el estado subclinico de la enfermedad y una infeccion anterior
(Méttar Salim & Parra Miguel, 2006). En contraste la técnica de PCR es de utilidad para
detectar infecciones activas y confirmar las especies mediante cebadores especificos (Vargas-
Hernandez et al., 2012).

Los reportes de ehrlichiosis y anaplasmosis en Colombia difieren en cada region,
principalmente se han limitado a técnicas serolégicas y microscopia, las cuales varian en
sensibilidad y especificidad (Badillo-Viloria et al., 2017; Eraso-Cadena et al., 2018; McCown
M et al., 2014). Pocos estudios han confirmado la presencia de bacterias de la familia
Anaplasmataceae a partir de técnicas moleculares (Pesapane et al., 2019).
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La region caribe colombiana por su ubicacion geografica y clima de predominio tropical tiene
todas las condiciones que facilitan la propagacion de las garrapatas vectores. En el
departamento del Atlantico son escasas las investigaciones realizadas; resulta importante,
conocer la distribucion y factores asociados de ehrlichiosis y anaplasmosis en animales de la
region, articulando estos aspectos, bajo el enfoque integral de One Health, esto contribuira en
el adecuado control de brotes y tendencias y en garantizar una atencion adecuada, seleccion de
pruebas diagnosticas apropiadas y tomar decisiones terapéuticas oportunas. Por tanto, el
objetivo general del presente estudio es detectar molecularmente especies de Anaplasmataceae
en animales de produccidn 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. EI
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, céalido 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 &rea de estudio, con mayor poblacion
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.

Meétodo de muestreo y toma de muestras.

Previo consentimiento del propietario, los animales fueron examinados individualmente en
toda la superficie corporal para observar la presencia de garrapatas de todos los estadios en la
mitad del cuerpo en lados alternativos del animal. De los animales infestados fueron
seleccionados al azar un total de 81 animales (62 bovinos, 15 equinos, y 4 mulares.

Las muestras de sangre fueron tomadas por un médico veterinario, directamente de la vena
caudal 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 registr6 ademas los datos generales de los
animales como sexo y edad e informacidon de la granja como tamafio de la granja, coordenadas,
orientacion productiva, entre otros.

Analisis molecular.
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La extraccion de ADN se realizd a partir de 300 pl de sangre utilizando el Kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El ADN obtenido se conservo a -20°C y se cuantificd en el equipo Nanodrop one (Thermo
Scientific). 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, como se describio
previamente(Tabla 1) (Inokuma et al., 2000; Parola et al., 2000).

En cada reaccion de PCR se utiliz6 10 pl GoTaq® Probe gPCR Master Mix (Promega), 1.0 pl
de cebadores directos e inversos, 5 ul de DNA y 3 ul agua grado molecular destilada, para un
volumen final de 20 ul. La PCR se llevo a cabo utilizando un termociclador T100 Thermal
Cycler (BIO-RAD), las etapas de la PCR incluyeron una desnaturalizacion 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.

En todas las reacciones se incluyeron controles negativos, reemplazando el ADN molde con 5
ul de agua grado molecular y como control positivo, se utiliz6 un ADN de Anaplasma
marginale de una muestra de garrapata. Los productos amplificados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se visualizaron en bajo luz UV (Figura 3).

Cebador Secuencia (5°- 3") Producto Concentracién final
amplificado (M)

Ehr-16S-F GGTACCYACAGAAGAAGTCC
345 pb 0.4

Ehr-16S-R TAGCACTCATCGTTTACAGC

Tabla 1. Primers utilizados para amplificar el gen ARNr 16s de especies bacterianas de la
familia Anaplasmataceae.

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron con el programa estadistico SPSS 25® y GraphPad Prism version 8.0
(USA), se emple6 un andlisis 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.

Para el analisis de la distribucion espacial de Anaplasmataceae se determiné las coordenadas
geograficas en grados decimales, de los sitios de procedencia de los animales. Los datos fueron
exportados a Quantum Geographic Information Systems (QGIS; version 3.4.15), se realizé una
capa de puntos con los casos positivos y negativos de D. immitis, seguido de una matriz de
distancia para determinar la distancia entre los puntos.

Resultados.
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El ADN de especies de Anaplasmataceae fue detectado en 54/81 (65.9%; I1C: 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 se presenta en la (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribucion geoespacial de casos positivos y negativos para
Anaplasmataceae en el departamento del Atlantico del Caribe colombiano.

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) (Figura 2a). En cuanto al sitio de ubicacion
la mayor prevalencia se mostro en el area Sur 17/21 (83.33%), seguido del area Metropolitana
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17/21 (81%), Zona Centro 24/33 (71%), Oriental 8/17 (47%) y la Zona Costera que no presento
casos positivos (Figura 2b).

w
=
J

45 M Positivos 91 M Positivo

B Negativos

=
=]
|

W Negativo

«
o
L

Muestras (n)
»N
=]
L

Muestras (n)

104 8 7

Bovino Equino Mulares Metro  Oriental
Hospedador

Sur Centro  Costera
Subregiones

Figura 2. Namero de positivos y negativos segun el hospedador y las subregiones

En bovinos la frecuencia fue mayor en machos 5/6 (83%) frente a las hembras 40/56 (71%) de
la poblacién muestreada. El anélisis de Chi-cuadrado mostr6 diferencias significativas (p<
0,0007) de la infeccion por especies de los géneros Ehrlichia y Anaplasma con respecto a la
regién muestreada (Tabla 2).

Figura 3. Electroforesis del gen 16s ARNr. Banda 345 pb corresponde a la amplificacion
del gen 16s ARNr: C- = control negativo, C+ = control positivo.
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Variables Frecuencia Frecuencia Frecuencia P value
epidemioldgicas positiva (%)  negativa (%) total (%0)
Sexo
M 10 (55.55) 8 (44.44) 18 (100) 0.257
H 44 (70.31) 19 (29.68) 63 (100)
Localizacién
Zona Metropolitana 17 (80.96) 4 (19.04) 21 (100) 0.007
Zona Oriental 8 (47.05) 9 (52.94) 17 (100)
Zona Sur 5 (83.33) 1(16.16) 6 (100)
Zona Centro 24 (72.72) 9 (27.27) 33(100)
Zona Costera 0 4 (100) 4 (100)
Tamafio de la granja
1-50 animales 5 (50) 5 (50) 10(100) 0.44
51-100 animales 23 (71.87) 9 (28.12) 32(100)
101-500 animales 26 (66.66) 13 (33.33) 39(100)
Orientacion productiva
Doble propdsito 49 (64.47) 27 (35.52) 76 (100) 0.103
Lechera 0 0 0
Cria-Ceba 5 (100) 0 5 (100)
Sistema de pastoreo
Estabulado/semiestabulado 0 0 0 0.087
Extensivo 17 (80.95) 4 (19.04) 21 (100)
Intensivo 29 67.44) 14 (32.55) 43 (100)
Mixto 8 (47.05) 9 (52.94) 17 (100)
Rotacion de potreros
NO 13 (92.85) 1(7.14) 14 0.022
Sl 41 (61.19) 26 (38.8) 67
Control de garrapatas
Fumigacién 4 (57.14) 3 (42.85) 7 0.576
Discusion.

Los resultados obtenidos evidencian una frecuencia alta (65,9 %) de infeccion por especies de
la familia Anaplasmataceae en los animales muestreados. La region caribe por su clima tropical
y condiciones climaticas (temperatura y humedad) pueden influir en la incidencia y
presentacion de estos patdgenos en la region; son factores importantes para el desarrollo y ciclo
de vida de garrapatas portadoras (Mufioz-Leal et al., 2019).

En general, el diagnostico de erhlichiosis y anaplasmosis en animales presenta dificultades, la
variedad de pruebas microscopicas y serologicas permiten detectar diferentes etapas de la
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enfermedad, pero tienen baja sensibilidad y en otros casos reacciones cruzadas con otros
microorganismos (Vargas-Hernandez et al., 2016, Rotondano et al., 2012). En Colombia, el
diagnostico molecular de bacterias de la familia Anaplasmataceae es poco frecuente. Por lo
tanto se recurre al uso de tecnicas tradicionales de laboratorio, lo que termina en diagnostico
incorrecto y tratamientos inexactos (Blanco Martinez et al., 2016). El uso de la PCR tal cual
como se realizd en este estudio es de utilidad en infecciones activas que en muchas veces no
pueden ser detectadas a través de la microscopia.

La frecuencia reportada en este estudio es similar a lo reportado en Egipto, donde la mayor tasa
de infeccion de Anaplasma spp se informo en vacas frente a bufalos y ovejas (Tumwebaze et
al., 2020). Esto se puede atribuir a la variedad y cantidad de garrapatas que infestan a vacas
frente a otros grupos de animales (Cardona-Alvarez et al., 2012), segn se ha informado las
tasas de infeccion relativamente bajas que hay en bufalos van de la mano con la ausencia de
sintomas clinicos. donde se puede inferir que las condiciones climatoldgicas y la variabilidad
son importantes en cuanto a susceptibilidad de los animales dependiendo de las zonas
geogréficas.

Estudios previos correlacionan qué animales jovenes son mas susceptibles a las infecciones
que los adultos. (Rios Leonardo et al., 2010). Los animales mayores pueden presentar algun
tipo de inmunidad por exposiciones previas a lo largo de su vida, pero al alcanzar edades
avanzadas baja su inmunidad, causando mortalidad por reinfecciones del animal (Jaimes-
Duefiez et al., 2018).

Estudios en Colombia han demostrado la presencia de Anaplasma spp. en menor proporcion
frente a Erhlichia spp. en animales domésticos (perros, caballos, bovinos) y humanos mediante
pruebas seroldgicas y moleculares (Vargas-Hernandez et al., 2016; Bonilla-Aldana et al., 2020;
Arroyave et al., 2020). Sin embargo, pese a la baja prevalencia de Anaplasma el potencial
zoonotico de A. phagocytophilum frente a la anaplasmosis granulocitica humana en Colombia
es necesaria la vigilancia epidemioldgica y estudios sobre este patdgeno, debido al contacto
entre los humanos y sus mascotas.

Los animales de produccion al poseer diferentes caracteristicas en el manejo de la orientacion
productiva estan expuestos a la presencia de ectoparasitos y enfermedades transmitidas por
ellos (Péerez de Leon et al., 2020). En el ganado bovino destinado a produccion lechera ubicado
en zonas de hacinamiento frente a los que se encuentran en pastoreo, al estar expuestos al aire
libre son mas propensos a ser infectados por vectores como moscas y garrapatas que hacen mas
facil la transmisién de enfermedades (Simon et al., 2016).

Conclusién.
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Este estudio mostro 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 hemoparasitos en el ganado.

La deteccion de estos microorganismos permite implementar planes de concientizacion y
accion que permitan mitigar la prevalencia de enfermedades zoondticas que repercuten
principalmente en la explotacion 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.
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