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RESUMEN
Las garrapatas son vectores de numerosas enfermedades, solo después de los mosquitos,
son los principales vectores de importancia clinica y veterinaria. Transmiten los agentes
de enfermedades como la ehrliquiosis, borreliosis, babesiosis, anaplasmosis y
rickettsiosis. Debido a las enfermedades y el dafio directo por la ingesta de sangre, las
garrapatas del ganado causan pérdidas millonarias anuales. Sin embargo, estos
ectoparasitos no solo albergan patdgenos, sino que dentro de estos existe una amplia
microbiota que se encuentra involucrada en el establecimiento y transmision de las
bacterias patdgenas. A pesar de esto, actualmente se han realizado solamente seis estudios
en el ambito mundial sobre la microbiota cultivable de estos ectoparasitos. Durante esta
investigacion se colectaron 150 garrapatas; pertenecientes a las especies Riphicephalus
microplus, Amblyomma cajennense y Otobius megnini; de seis localidades ganaderas en
los estados de Nuevo Le6n y Zacatecas. Se aislaron 293 cepas bacterianas, las especies
con mayores frecuencias fueron Staphylococcus chromogenes, Bacillus cereus,
Burkholderia cepacia, Cronobacter sakazakii y Serratia marcescens, 83.3% de las
garrapatas muestreadas presentd al menos una cepa hemolitica, lo anterior puede
representar el posible rol de la microbiota en la digestion de la sangre del artropodo.
Actualmente existe una creciente resistencia a antibiéticos por los microorganismos, por
tal motivo es importante buscar nuevos productores de compuestos antimicrobianos en
nichos no explorados. En este estudio se demostrd la capacidad antagonista de S.
marcescens, B. cepacia y S. maltophilia contra ATCC, E. coli, S. enteritidis, L.

monocytogenes, B. cereus y S. aureus.



ABSTRACT

The ticks are vectors for numerous diseases, only after the mosquitoes, they are the main
vectors of clinical and veterinary importance. They transmit diseases agents such as
ehrlichiosis, borreliosis, babesiosis, anaplasmosis and rickettsiosis. Due to the diseases
and direct damage from blood ingestion, cattle ticks cause millions of dollars in losses.
However, these ectoparasites not only harbor pathogens, but a large microbiota variety
that is involved in the establishment and transmission of pathogenic bacteria. Despite this,
currently, only six studies have been carried out worldwide on the culture microbiota of
these ectoparasites. During this research, 150 ticks were collected, which belonged to the
species Riphicephalus microplus, Amblyomma cajennense and Otobius megnini, have
been collected from six livestock locations in the States of Nuevo Leon and Zacatecas.
293 bacterial strains were isolated, with the highest frequencies being Staphylococcus
chromogenes, Bacillus cereus, Burkholderia cepacia, Cronobacter sakazakii y Serratia
marcescens, 83.3% of the ticks sampled had at least one hemolytic strain, which may
represent a possible role of the microbiota in the blood digestion of the arthropod. There
IS now increasing resistance to antibiotics by microorganisms, therefore, it is important to
look for new producers of antimicrobial compounds in unexplored niches. In this study,
we demonstrated the antagonist ability of S. marcescens, B. cepacia and S. maltophilia
against the ATCC, E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes, B. cereus and S. aureu



1. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos artrdpodos que se dividen en tres ordenes principales, la
Ixodidae (garrapatas duras), la Argasidae (garrapatas blandas) y la Nutaliellidae.
(Koneman & Allen, 2008). Estos ectoparasitos, después de los mosquitos, son los vectores
de mayor importancia de enfermedades clinicas a nivel mundial, sin embargo, en cuanto
a enfermedades de animales domésticos y salvajes, son los principales vectores (De la
Fuente etal. 2008).

En general las garrapatas son vectores muy versatiles ya que parasitan a todos los grupos
de vertebrados con excepcion de los peces. Las enfermedades que transmiten son de
interés para la salud humana, pero en mayor proporcion a la salud animal (IICA, 2000).

Las garrapatas son parasitos importantes en el ganado bovino, teniendo efectos directos
como: poca ganancia de peso, accion traumatica, toxica, infecciosa y expoliadora; e
indirectas causando graves dafios como: deterioro de piel, muertes por enfermedades,
debilidad de los animales, ademas del retardo en el crecimiento en los novillos y terneras,
baja conversién de alimentos en carne o leche y dificultad en la aclimatacion de razas

especializadas (Garcia-Vazquez, 2010).

De las 77 especies de garrapatas identificadas en México, 14 son importantes para la
produccion animal: Rhipicephalus microplus, R. annulatus, R. sanguineus, Amblyomma
cajennense, A. americanum, A. maculatum, A. imitator, Dermacentor variabilis, D.
albipictus, D. nigrolineatus, D. occidentalis, Anocentor nitens, Otobius megnini y Argas
persicus, estas Gltimas del orden Argasidae. Sin embargo, las especies de mayor
importancia para el ganado bovino en México son R. microplus y A. cajennense
(SENASICA, 2015).

La garrapata del ganado R. microplus afecta gravemente la produccion ganadera en las
zonas donde es endémica. En Brasil este ectoparasito causa pérdidas anuales que se
aproximan a los 2 mil millones de délares (Grisi et al. 2002). Este artropodo hemat6éfago

es vector de enfermedades como la babesiosis bovina y anaplasmosis, causadas por



Babesia bovis y Anaplasma marginale respectivamente. Se estima que en México mas de
20 millones de cabezas de ganado esta expuesta a estas enfermedades (Cruz-Ceballos,
2009).

Amblyomma cajennense es la segunda garrapata de interés para el ganado bovino en el
pais, es una garrapata de tres hospederos, vector de anaplasmosis y ricketsias del grupo de

las fiebres manchadas (De la Fuente etal. 2003).

Ademas de la transmision de patogenos, las garrapatas sirven de hospederos a otras
bacterias en una relacion comensal, mutualista o parasitaria (Noda et al. 1997; Sacchi et
al. 2004; Scoles, 2004). Las interacciones microbianas en el intestino de las garrapatas
pueden afectar las caracteristicas de las bacterias patdgenas, incluidas su establecimiento
y transmision (Macaluso et al. 2002; De la Fuente et al. 2003). Sin embargo, a pesar de la
importancia que presentan estos vectores, muy poco Se conoce sobre la microbiota de
estos artropodos, ya que la mayoria de los estudios solamente se enfocan en la deteccidon
de bacterias patdgenas, dejando de lado los llamados simbiontes (Smith et al. 1978;
Rahman & Rahman, 1980; Murrel et al. 2003).

El efecto que la simbiosis puede ejercer en el artropodo puede variar, pero abarca
principalmente alteraciones de desarrollo, mecanismos nutricionales que le permitan el
aprovechamiento de algin sustrato, alteraciones en la reproduccion, defensa contra

enemigos naturales o compuestos quimicos (Ishikawa, 2003).

El principal beneficio de este estudio se debe a la creciente resistencia a antibioticos por
parte de las bacterias patdgenas y, por consiguiente, la necesidad de encontrar nuevos
compuestos provenientes de nichos no explorados, ya sea de organismos acuaticos, minas
o dentro de otros organismos considerados parasitos (Gautam et al. 2013; Saha & Santra,
2014).

Este trabajo busca contribuir a la escasa informacion que se conoce sobre la microbiota
de las garrapatas, ademéas de evaluar si las bacterias dentro del ectoparasito cuentan con

una capacidad antagonista contra cepas de importancia clinica.



1. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

Las garrapatas son artrépodos ectoparasitos hematéfagos del orden Ixodida que se divide
en las familias Ixodidae (garrapatas duras), Argasidae (garrapatas blandas) y
Nuttalliellidae, con un solo representante. Las garrapatas son vectores de gran versatilidad
pues atacan a todos los grupos de vertebrados, con excepcion de los peces (Koneman &
Allen, 2008). Después de los mosquitos son los principales vectores de enfermedades en
cuestiones de salud humana. En términos de salud animal, estos ectoparasitos son los
principales transmisores de enfermedades. (De la Fuente et al. 2003; Le6n-Artozqui,

2011). Los métodos de transmision de los patogenos empleados por las garrapatas son
tanto mecanicos como biolégicos (Dantas-Torres, 2010).

Los vectores importantes de enfermedades humanas son las garrapatas de tres huéspedes,
la duracion promedio del ciclo de vida es de 1-2 afios, variando segun las condiciones
medioambientales. Dentro del ciclo de vida la garrapata puede adquirir al patdgeno de
manera horizontal (medio ambiente) o de manera vertical (hereditario). Babesia microti,
Borrelia burgdoferi y Anaplasma phagocitophilum son ejemplos de patdgenos adquiridos
de manera horizontal. Mientras que R. rickettsii, el agente causal de la fiebre de las
montafias rocallosas, es adquirido de manera vertical, por las hembras de D. variabilis
(Koneman & Allen, 2008)

De 899 especies de garrapatas conocidas, aproximadamente un 10% estan implicadas en
el mantenimiento y transmision de diferentes tipos de patdgenos tales como virus,

bacterias, protozoos y helmintos (Leon-Artozqui, 2011).

2.2 Enfermedades transmitidas por garrapatas

La enfermedad de Lyme, es sin duda una de las principales enfermedades que vienen a la
mente cuando se piensa en enfermedades relacionadas a garrapatas. Esta enfermedad es
causada por bacterias del género Borrelia. La borreliosis humana es causada

principalmente por Borrelia burgdorferi, cuyo vector de mayor importancia es Ixodes



scapularis. Sin embargo, estudios demuestran que otras especies de Borrelia pueden
causar la borreliosis humana, ademéas que el rango de vectores también es de mayor
amplitud. En el oeste de los Estados Unidos, la borreliosis es causada por B. burgdorferi,
sin embargo, es I. pacificus la garrapata vector en esa region. En Europa la enfermedad de
Lyme, es causada por B. garinii, con la garrapata I. ricinus como vector. En Asia esta
enfermedad es provocada por la bacteria B. afzelii y transmitida por la garrapata |I.
persulcatus (Madigan et al. 2011).

Las riquettsiosis son un grupo de enfermedades producidas por bacterias parasitas
intracelulares. Estas bacterias son transmitidas principalmente por garrapatas ixodidas. La
fiebre de las montafias (RMSF, por sus siglas en inglés) es una enfermedad causada
principalmente por Rickettsia rickettsii, este padecimiento esta asociado a la mordida de
la garrapata americana del perro D. variabilis y la garrapata de la madera D. andersoni en
el oeste de los Estados Unidos. En parte de Texas y Arizona es Amblyomma cajennense
quien transmite la enfermedad (Demma et al. 2005). La garrapata café del perro
Rhipicephalus sanguineus también ha sido reportada como transmisora de R. rickettsii en
Arizona y regiones de México (Bustamante, 1947; Demma et al. 2005). Otros miembros
del género Rickettsia como R. montanensiy R. rhipicephali han sido aisladas de garrapatas
ixodidas, como D. variabilis, D. andersoni, D. occidentalis, R. sanguineus e I. pacificus,
sin embargo, estas no presentan patogenicidad, al menos para el ser humano (Burgdorfer
et al. 1975; Phillip & Casper, 1981).

Las riquettsiosis se dividen en tres grupos, el grupo tifus, el grupo exantematico o de las
fiebres manchadas y el grupo de las ehrliquiosis (Madigan et al. 2011). Los miembros del
SFGR (grupo exantematico) comprende a R. rickettsii, R. parkeri y Rickettsia 364D,
transmitidas por D. variabilis, D. andersoni y D. occidentalis, en los Estados Unidos. Sin
embargo, a nivel internacional, el grupo incluye a R. africae, R. autralis, R. conorii, R.

helvética, R. honei, R. japdnica, R. massiliae, R. slovaca y R. sibirica (CDC, 2012).

El grupo tifus contiene a R. prowazekii y R. thypi sin embargo estas son transmitidas
principalmente por piojos de la especie Pediculus humanus corporis En el grupo de las
ehrliquiosis se encuentran Anaplasma marginale, A. phagocytophilum, Ehrlichia canis,

E. chaffeensis y E. ewingii, éstas son transmitidas por diversas especies de garrapatas



como R. microplus y Amblyomma cajennense (Cruz-Ceballos, 2009; CDC, 2015). La
anaplasmosis 'y erhliquiosis son rickettsiosis que ocasionan grandes pérdidas econdmicas
en la industria ganadera a nivel mundial (Grisi et al. 2002; Cruz-Ceballos, 2009). La
anaplasmosis en los bovinos es causada por A. marginale e invade a los globulos rojos. Es
una enfermedad progresiva. Los glébulos rojos infectados y no infectados son destruidos
en el bazo, resultando en un aumento de destruccion de glébulos rojos causando anemia
y aln la muerte en casos severos. La anaplasmosis se encuentra ampliamente distribuida
en México donde la garrapata R. microplus esta presente. Cualquier estadio de la garrapata
es capaz de infectarse después de alimentarse en un bovino portador de A. marginale, la
rickettssia se multiplica en la garrapata y pasa por los diferentes estadios de la garrapata
(Garcia-Vazquez, 2010).

La babesiosis es causada en México por dos organismos Babesia bovisy B. bigemina. De
las dos especies B. bovis es la mas importante, debido a que causa mayor mortalidad y
muchos de los brotes en Mexico no son correctamente diagnosticados. Las babesias se

desarrollan dentro de los glébulos rojos de los bovinos y son trasmitidas por la garrapata
R. microplus (Solorio-Rivera et al. 1999).

2.3 Garrapatas del ganado en México

Las garrapatas afectan considerablemente la produccién ganadera y son grandes
representantes como vectores de enfermedades animales. R. microplus, es el vector de la
babesiosis bovina, la anaplasmosis bovina v la teileriosis bovina benigna. Esta garrapata
se encuentra en zonas calidas himedas de México, Centroamérica, Sudamérica, Australia
y Oriente. R. annulatus la garrapata del ganado ademés de las enfermedades antes
mencionadas esta asociada a espiroquetosis de borregos, bovinos, caballos y cabras. R.
appendiculatus la garrapata café de la oreja, esta ampliamente distribuida en Africa y
regiones europeas, es vector importante de la fiebre de la costa del Este, también esta
implicada en la encefalomielitis bovina, enfermedad ovina de Nairobi y la enfermedad de
Kisenly (IICA, 2000).



De las 77 especies de garrapatas identificadas en México, 14 son importantes para la
produccion animal: Rhipicephalus microplus, R. annulatus, R. sanguineus, Amblyomma
cajennense, A. americanum, A. maculatum, A. imitator, Dermacentor variabilis, D.
albipictus, D. nigrolineatus, D. occidentalis, Anocentor nitens, Otobius megnini y Argas
persicus, estas dos Gltimas del orden Argasidae. Sin embargo, las especies de mayor
importancia para el ganado bovino en México son R. microplus y A. cajennense
(SENASICA, 2015).

2.3.1 Descripcion general del vector R. microplus

R. microplus la garrapata comln de los bovinos, es la garrapata mas dafiina en América
Latina, Awustralia y varias islas del Pacifico. Machos y hembras son relativamente
pequefios (3-5mm) pero las hembras repletas pueden alcanzar 1,2 cm. Cada hembra pone
unos 4500 huevos. Estos tardan entre 2y 20 semanas en eclosionar, segin las condiciones
climéticas: el calor y la humedad aceleran el proceso. R. microplus se distribuye a nivel
mundial en las regiones tropicales y subtropicales. Esta garrapata es endémica en el
subcontinente indio, gran parte de Asia tropical y subtropical, el nordeste de Australia,
Madagascar, el sudeste de Africa, el Caribe, México y varios paises en América Central y
del Sur. Ha sido erradicada de EE.UU., pero algunas veces se la puede encontrar en Texas
o California en la zona de cuarentena que sirve como area de amortiguamiento en la
frontera con México. Las garrapatas en el subgénero Boophilus pueden completar su ciclo
de vida en un plazo de 3 a 4 semanas; esta caracteristica puede causar una gran carga de

garrapatas en los animales, ademas cabe mencionar que es una de pocas especies con el
peculiar ciclo de un solo hospedero (Fig. 1) (IICAB, 2007).

El ciclo de vida de una garrapata se divide en tres etapas, la primera denominada no
parasitaria o de vida libre comprende desde que la garrapata hembra repleta (teleogina) se
desprende de su hospedero, hasta la aparicion de las larvas en la vegetacién. En esta etapa

ocurre la ovoposicién de los huevos, en el caso de R. microplus de 4,500 como se



menciond anteriormente, la incubacidn y, eclosion de estos; que puede variar por una gran
cantidad de razones como condiciones ambientales, cantidad de sangre digerida y la
especie. La segunda fase se conoce como fase de encuentro, en la cual las larvas pasan de
la vegetacién al hospedero, este es hallado gracias a quimiorreceptores gque detectan
diferentes gases, entre ellos el dioxido de carbono, amoniaco, acido lactico, entre otros
olores corporales. Por ultimo, esta la fase parasitaria en donde las larvas se alimentan
intermitentemente de su huésped hasta ingerir una buena cantidad de sangre y fluidos de
los tejidos para mudar a ninfas, que seguirdn alimentandose y realizan nuevamente una
transformacion, esta vez en machos y hembras jovenes que en el caso de R. microplus
mantienen la copula sobre el hospedero para después seguir alimentandose de sangre,
asegurando asi el origen de otra generacion de garrapatas (Walker et al. 2014).

Oviposicion en el suelo

Fig. 1. Ciclo biolégico de R. microplus (Le6n-Clavijo & Hernandez-Rojas, 2012)



Esta garrapata causa pérdidas mundiales anuales cercanas a los 7 billones de dolares. Solo
en México se calculan perdidas por la suma de 48 millones de dolares (Rodriguez-Vivas
et al. 2011).

2.3.2 Descripcion general del vector Amblyomma cajennense

Las garrapatas del género Amblyomma son bastante grandes (las hembras repletas hasta 2
cm de largo, como una aceituna), esta especie como la mayoria de las variedades de
garrapatas requieren atres animales durante su desarrollo, éstos pueden ser no sélo ganado
bovino, sino fauna silvestre en general. Se caracterizan por poseer unas piezas bucales
prominentes y por la presencia de un escudete con motivos especificos coloreados. La
duracion del ciclo vital oscila entre 4 meses para A. americanum y 12 meses para A.
cajennense, pero depende fuertemente del tiempo que los estadios libres tarden en
encontrar un hospedador. Las hembras repletas de A. cajennense liberan alrededor de 5000
huevos. Los estadios libres pueden sobrevivir més de un afio sin encontrar un hospedador,
aunque este tiempo puede reducirse considerablemente si el clima es himedo y célido
(Fig. 2). De ordinario no hay mas de una generacion anual., tiene un area de distribucion
que cubre una superficie aproximada de 609, 857 Kn?, lo que representa el 31% del
territorio nacional. A. cajennense es transmisor de enfermedades como la ehrliquiosis y
anaplasmosis bovina, por lo tanto, se coloca como el segundo lugar de garrapatas de
importancia en la ganaderia mexicana (Junquera, 2015).
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Fig. 2. Ciclo bioldgico de A. cajennense (Bayer Health-Care, 2014).

Las garrapatas del genero Amblyomma han sido registradas en 30 de los 32 estados de la
Republica Mexicana, sin embargo, es la especie A. cajennense quien tiene la mayor
distribucion, ademéas de ser una de las de mayor importancia para la industria ganadera
(Pérez et al. 2014)

2.3.3 Descripcion general del vector O. megnini

En México encontramos en forma importante y con amplia distribucion a la garrapata del
oido (O. megnini) representante de esta familia.
Esta garrapata se caracteriza porque su fase parésita (larva y ninfa) se lleva a cabo en el
oido de los animales. Estos se infestan con pasturas contaminadas o por la presencia de
larvas en las instalaciones, es por esto que incluso animales estabulados permanentemente
pueden sufrir severas infestaciones. La duracion de esta fase parasita puede ser de cinco a
siete meses. Los adultos viven libremente, y se protegen en todo tipo de rendijas y huecos
presentes en las instalaciones.
Esta argasida representa un peligro tanto para el &mbito veterinario como para el clinico,
presentando una predileccion por el canal auditivo, que puede resultar en una otoacariasis,
con complicaciones de otitis externa, en el 90% de los casos existe dolor Otico, sin
embargo, algunos casos pueden pasar asintomaticos, lo cual complica el grado de
9



infestacion, entre otros sintomas pueden estar la pardlisis facial y/o respiratoria; puede
afectar a las personas con un alto contacto con animales de ganado, ya sean vacas, mulas,
cabras, conejos y borregos (Cakabay et al. 2016) Ademéas de ser un vector con sospecha
de transmitir el agente la fiebre Q, Coxiella burnetti (Marrie, 1990).

La mayoria de las garrapatas argasidas son de hospederos mdltiples, sin embargo, O.
megnini prefiere tener ciclos de un solo hospedero. Los periodos de alimentacion de las
larvas pueden variar de 1 o varios dias, cuando se encuentran repletas se liberan de su
hospedero para realizar la muda, pero en algunas ocasiones las larvas pueden mudar sin
haber realizado una ingesta sanguinea, existen varios estadios ninfales, y son estas etapas
las cominmente encontradas en el ganado, las ninfas de O. megnini pueden ser tan grandes
como una garrapata ixodida adulta repleta (Fig. 3). A diferencia de muchas garrapatas
ixodidas, O. megnini, puede tener miltiples ingestas sanguineas y depositar lotes de
huevos, lo que contrasta con la ovoposicion Unica de muchas garrapatas (Walker et al.
2014)
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Fig. 3. Ciclo biolégico de O. megnini (Walker et al. 2014)
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2.4 Estudios de microbiota interna de garrapatas

Como se ha mencionado anteriormente es muy poca la informacion existente sobre la
microbiota de las garrapatas. Hablando de los estudios realizados donde se analicen los
microorganismos  cultivables de estos ectopardsitos la informacién  disminuye
considerablemente.

En 1998 un estudio realizado en el Este de los Estados Unidos, demostrd la presencia de
diferentes cepas bacterianas en la microbiota de 43 garrapatas (16 estado ninfal y 27
adultos) de la especie Ixodes scapularis, en dicho estudio se obtuvo un total de 63 aislados,
siendo solamente 44 de ellos los que pudieron ser identificados a nivel especie. Entre las
especies encontradas se reportan 14 exclusivamente del interior de las garrapatas, Bacillus
insolitus, B. brevis, B. mascerans, B. megaterium, B. thuringiensis, B. pumilus, B
sphaericus, Pseudomonas diminuta y Stenotrophomonas maltophila (Martin &
Schmidtman, 1998).

En Australia se realizd un estudio en el 2003 para analizar la microbiota de diferentes
artrépodos, como pulgas, piojos y garrapatas. Se realizaron aislamientos de cinco especies
de garrapatas; Rhipicephalus microplus (11 adulos), Ixodes holocyclus (5 adultos),
Amblyomma trigutattum (2 adultos), Haemaphysalis longicornis (2 adultos) y Aponomma
fimbriatum (1 adulto). Se encontrd una amplia diversidad de bacterias Gram positivas en
su mayoria. Entre las bacterias reportadas para I. holocyclus se encontr6 B. pumilus, B.
thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, Staphylococcus pasteuri, S. succinus, S.
saprophyticus, S. «xilosus, Stenotrophomas maltophila, Pseudomonas putida,
Microbacterium lacticum, M. aurum y M. separdae. En A. trigutattum se encontraron
principalmente del genero Bacillus, B. pumilus, B. cohnii, B. psychrophilus, B.
megaterium y B. licheniformis. En la garrapata R. microplus se encontré una amplia
cantidad de bacterias entre las que resaltan Staphylococcus chromogenes, S. auricularis,
S. succinus, B. megaterium, B. halmapalus, B. cereus, M. testaceum, M. aborescens, M.

oxydans, M. lacticum, Rhodococcus equi, Serratia proteamaculans, S. grimesii,
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Acinetobacter Iwoffiy A. junii (Murrel et al. 2003). Encontrar diferencias en diversidad
de especies bacterianas aisladas de las diferentes garrapatas nos sefiala una microbiota
propia de cada especie de ectopardsito; contrario a esto, la similitud de especies
bacterianas aisladas, dan paso a la suposicion de una microbiota conservada intra e inter
especies (Andreotti et al. 2011).

En 2004 un estudio realizado en Polonia, report6 aislados bacterianos de un total de 372
garrapatas (101 hembras, 122 machos y 149 ninfas) de la especie I. ricinus. Las garrapatas
adultas fueron analizadas en grupos de dos ejemplares, mientras que las ninfas se
analizaron en grupos de cinco individuos. Un total de 79 aislados pertenecientes a nueve
géneros de bacterias Gram negativas fueron aisladas, de las cuales casi el 50% pertenece
a Pasteurella pneumotropica, otros géneros reportados fueron Pantoea agglomerans, S.
marcescens, S. plymuthica, Aeromonas hydrophila, Burkholderia cepacia,
Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas maltophila
(Stojek & Dutkiewikz, 2004).

En 2009 un estudio realizado en las areas colindantes a la Republica Checa reporto la
presencia de bacterias simbiontes aisladas de tres diferentes especies de garrapatas
ixodidas, los especimenes se examinaron su estado larvario, ninfal o adulto (macho o
hembra), de la especie D. reticulatus se analizaron una ninfa, ocho machos y diez hembras.
De esta garrapata se obtuvieron 38 cepas la mayoria de ellas de los géneros Bacillus y
Paenibacillus, otros géneros identificados fueron Staphylococcus y Kocuria. De la
garrapata I. ricinus se analizaron cinco larvas, diez ninfas, 14 machos y 13 hembras; se
obtuvieron 67 cepas, la mayoria de ellas del género Paenibacillus, Pseudomonas y
Bacillus, otros géneros reportados fueron Rhodococcus y Dietzia. Finalmente analizaron
la especie H. concinna, los sujetos de estudio fueron diez ninfas, cinco machos y diez
hembras, se aislaron 46 cepas bacterianas de las cuales la gran mayoria pertenecia a
Paenibacillus y Bacillus, adicionalmente se reportaron Frigoribacterium, Rahnella,
Microbacterium, Plantibacter y Micrococcus. El 87% de las cepas aisladas eran bacterias
Gram positivas (Rudolf et al. 2009).
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Un trabajo realizado en el Noreste de Hungria en el 2014 report6 el aislamiento de 116
cepas, obtenidas de 126 garrapatas de tres diferentes especies (l. ricinus, D. reticulatus y
H. concinna) colectadas en seis diferentes sitios del pais europeo. La gran mayoria de las
garrapatas eran Gram positivas (89.7%), diez géneros (Staphylococcus 18.1%,
Micrococcus 9.5%, Bacillus 7.8%, Oceanobacillus 6.9%, Corynebacterium 5.2%,
Propionibacterium  4.3%, Streptococcus-Pseudomonas-Sphingomonas-Streptomyces
3.5%) comprenden el 65% de los aislados, se observd ademas que algunas especies
pertenecientes a los géneros Mycobacterium y Bacillus son capaces de replicarse dentro
del hospedero, ademas que la proporcion de bacterias aisladas de las garrapatas aumenta
en gran medida cuando los ectoparésitos se encuentran en un estado de replecién

alimentaria (Egyed & Macrai, 2014).

En 2015, un trabajo realizado en Brasil, utilizo Unicamente huevos de garrapatas para el
aislamiento de bacterias, las garrapatas pertenecian a las especies R. sanguineus,
Anocentor nitens, |. scapularis y A. cajennense. Las principales especies bacterianas
encontradas fueron S. marcescens, S. maltophilia, P. fluorescens, Enterobacter spp., M.

luteus, Ochrobactrum anthropi y B. cereus (Machado-Ferreira et al. 2015).

Ademas de los trabajos realizados con bacterias cultivables, hay algunos trabajos que
utilizan las herramientas moleculares para demostrar la presencia de microorganismos en
garrapatas. Estos estudios demuestran que Ixodes scapularis (garrapata de patas negras)
esta relacionada con una gran variedad de simbiontes primarios y facultativos o
secundarios como Wolbachia, Ehrlichia, Rickettssia, Methylobacterium, Sphingomonas,

Burkholderia y Bacillus (Benson et al. 2004).

FLEs (Francisella-Like Endosymbionts) es un grupo de simbiontes de garrapatas que se
encuentra en expansion, en la mayoria de los casos se encuentra asociada a los ovarios,
pero existen reportes que sugieren su establecimiento en intestino y glandulas salivales
(Ivanov et al. 2011). Recientes estudios respaldan la presencia de simbiontes en dichos
organos de la garrapata R. microplus ademas de una gran variedad de especies asociados
a hemolinfa (Staphylococcus aureus, S. chromogenes, Streptococcus dysgalactiae,
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Staphylococcus sciuri, Serratia marcescens, Corynebacterium glutamicum y Finegoldia
magna) (Andreotti etal, 2011).

Las interacciones simbidticas insecto-microorganismo generalmente ocurren en especies
de insectos donde la ingesta de comida hace escasos algunos nutrientes esenciales. Estas
asociaciones se han observado en insectos que se alimentan de madera, plumas, cabello y
sangre (Cantwell, 1974). Lo anterior demuestra la importancia de la microbiota de las

garrapatas por su tipo de dieta.

2.5 Retos de respuesta antagonista

Debido a la creciente resistencia a multiples antibidticos por parte de las bacterias
patdgenas y el fuerte descenso de descubrimientos y desarrollo de nuevos antibioticos
(Fishbach & Walsh, 2009), existe una continua necesidad de explorar nuevos nichos
ecoldgicos en orden de encontrar moléculas capaces de combatir los microorganismos
patdgenos (Clardy et al. 2006; Singh et al. 2006). Se estima que del 1% de la diversidad
microbiana descubierta, solamente un 10% se ha estudiado su capacidad de combatir
cepas patogenas (Clardy et al. 2006).

Las fuentes para encontrar un posible productor de compuestos antimicrobianos son muy
diversas, ya sea que provenga de fuentes marinas 0 materia soOlida de basureros
municipales (Gautam et al. 2013; Saha & Santra, 2014). Las bacterias en una relacién de
simbiosis son generalmente propuestas como fuertes candidatos para ser productores
factibles de antibidticos (Proksch et al. 2002). Hasta el momento no se han evaluado la
capacidad antagonista de los microorganismos componentes de la microbiota de
garrapatas, por lo cual este nicho presenta una oportunidad mas para observar las

capacidades antagonistas.

Existen muchas técnicas para evaluar la actividad antimicrobiana, principalmente basados

en la difusion en medios solidos o semis6lidos para inhibir el crecimiento de
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microorganismos sensibles (Lertcanawanichakul & Sawangnop, 2008). La técnica de
estria cruzada es un método sencillo y relativamente rapido para examinar la actividad
antimicrobiana contra cualquier hongo, levadura o bacteria capaz de crecer en una placa
de agar (Williston et al. 1947).

Varios investigadores coinciden que el método de estria cruzada revela efectos de
inhibicion mas grandes que aquellos observados por el método de difusion en agar, sin
embargo, la desventaja mas evidente en el método de estria cruzada es la dificultad de
obtener datos cuantitativos exactos, debido que los margenes de inhibicion son
generalmente difusos o indistinguibles (Lertcanawanichakul & Sabagnop, 2008; Williston
et al. 1947).

Sin embargo, a pesar de presentar dificultades para su cuantificacion, la capacidad
cualitativa que presenta para observar un potencial antimicrobiano, aunado a su rapidez y
simplicidad coloca al método de estria cruzada como uno de los mejores para evaluar
actividad antagonista (Lertcanawanichakul & Sabagnop, 2008; Saha & Santra, 2014).
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2. JUSTIFICACION

Las garrapatas son vectores de numerosas enfermedades, solo después de los mosquitos,
son los principales vectores de importancia clinica y veterinaria. Transmiten los agentes
de enfermedades como la ehrliquiosis, borreliosis, babesiosis, anaplasmosis Yy

rickettsiosis, por mencionar algunas (Jongejan & Uilenberg, 2004).

Las garrapatas ocasionan pérdidas millonarias en la industria ganadera mundial (Grisi et
al. 2002; SENASICA, 2014). Las garrapatas no solamente albergan patégenos, sino que
dentro de ellas existe una amplia comunidad microbiana con algin tipo de relacion
simbidtica que puede afectar las caracteristicas de las bacterias patdgenas, incluidas su

establecimiento y transmision (Macaluso et al, 2002; De la Fuente et al. 2003).

Sin embargo, a pesar de la importancia que presentan anivel mundial en cuestion de salud
humana Yy sobre todo en salud animal, los estudios realizados se enfocan principalmente
en los microorganismos patogenos, dejando de lado los microorganismos simbiontes
(Smith et al. 1978; Rahman & Rahman, 1980; Murrel et al. 2003). Por lo cual la
importancia de este proyecto es determinar la microbiota de estos ectoparasitos y evaluar

el posible efecto antagonista de estos endosimbiontes sobre bacterias patogenas de
importancia clinica.
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3. HIPOTESIS

El ganado bovino es parasitado por diversas especies de garrapatas que presentan una
microbiota interna; asociadas a 6rganos internos y hemolinfa; con la capacidad de mostrar

algiin grado de antagonismo contra cepas patdgenas de importancia clinica.
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4. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar la microbiota cultivable de garrapatas de ganado bovino, ademas de evaluar su

respuesta antagonista contra algunas cepas patdgenas de importancia clinica.

5.2 Objetivos Particulares

5.2.1 Determinar la distribucion de especies de garrapatas en las areas de estudio.

5.2.2 Conocer la frecuencia de especies bacterianas cultivables dentro de las garrapatas
colectadas.

5.2.3 Caracterizar macroscépica, microscépica Yy bioquimicamente las bacterias aisladas
de los ectoparasitos.

5.2.4 Evaluar la respuesta antagonista de los aislamientos contra Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y Escherichia
coli.

5.2.5 Identificar las cepas aisladas por medio del equipo de desorcidén/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI-TOF).
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5. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio

Las garrapatas de este estudio fueron colectadas en seis localidades ganaderas, cuatro de
ellas pertenecientes al estado de Nuevo Ledn vy las dos restantes al estado de Zacatecas
(Fig.4). Los especimenes biologicos se mantuvieron vivos hasta el momento de la
diseccion, se colocaron en una camara himeda a una temperatura de 24-26°C. Las
garrapatas se procesaron en el Laboratorio de Patologia Molecular, del Departamento de

Zoologia de Invertebrados, de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

6.1.1. Descripcion general de Nuevo Leén

El estado de Nuevo Ledn se encuentra localizado en la region noreste de la Republica
Mexicana. Presenta una superficie de 64,220 Knv, el 3.27% del pais. ElI 68% del estado
presenta clima seco y semiseco el 20% calido subhimedo se encuentra en la region
perteneciente a la llanura costera del Golfo norte, el 7 % es templado subhimedo y se
localiza en las partes altas de la sierra y el restante 5% presenta clima muy seco hacia la
Sierra madre Occidental. La temperatura media anual es alrededor de 20°C, la temperatura
maxima promedio es de 32°Cy se presenta en los meses de mayo a agosto, la temperatura
minima promedio es de 5°C y se presenta en el mes de enero. La precipitacibn media
estatal es de 650 mm anuales, las lluvias se presentan en verano en los meses de agosto y
septiembre.

El clima secoy semiseco que predomina en el estado es una limitante para la agricultura,
sin embargo, se cultiva maiz, sorgo, trigo, frijol avena y cebada principalmente con riego.
Se localiza en una region predominantemente semiarida, presenta condiciones geograficas
gue le permiten una vegetacion diversa. Los matorrales ocupan mas de la mitad de la
superficie del estado, mientras que los bosques de coniferas y encinos se encuentran en
las zonas altas. La agricultura ocupa 28% de la superficie del estado. Su fauna esta
compuesta de la siguiente manera; en el matorral: zorra gris, rata canguro, murciélago,

cuervo, pajaro carpintero, zopilote, aguila real, vibora de cascabel, tortuga del desierto y
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falso camale6n. En el bosque: gato montés, 0so negro, musarafia, zorrillo, cacomixtle,
ardilla, venado cola blanca, topo, raton de campo y lechuza de campanario (INEGlIa,
2015).

6.1.2. Descripcion general de Zacatecas

El estado de Zacatecas se encuentra localizado en la region occidental de la Republica
Mexicana. Cuenta con una superficie de 75,539 Knv, es decir, el 3.84% de la superficie
del pais. ElI 73% de la entidad presenta clima seco y semiseco, el 17%, presenta clima
templado subhimedo y se localiza hacia el oeste del estado; el 6 % es muy seco se presenta
hacia la region norte y noreste, el 4% restante presenta clima calido subhimedo y se
encuentra hacia el sur y suroeste de la entidad. La temperatura media anual es de 17°C, la
temperatura maxima promedio es alrededor de 30°C y se presenta en el mes de mayo, la
temperatura minima promedio es de 3°C y se presenta en el mes de enero. La precipitacion
media estatal es de 510 mm anuales, las lluvias se presentan en verano en los meses de
junio a septiembre.

El clima seco y semiseco de la entidad es una limitante para la agricultura, ésta se practica
de riego y temporal, siendo los principales cultivos: maiz, avena, trigo, frijol, chile, sorgo,
nopal y durazno. Los matorrales abarcan la tercera parte de la superficie del estado; le
siguen en extension los pastizales y en las partes mas elevadas los bosques de coniferas y
encinos. Las zonas agricolas abarcan 25% del territorio. La fauna se encuentra
representada de la siguiente manera. En el desierto: coyote, pecari, vibora de cascabel,
liebre, conejo, zorra, carpintero desértico, lince, puma y rata canguro. En el bosque de
pino y encino: trogdn, zacatonero rayado, ardilla, musarafia y venado. En pastizal: tuza,
zorra, tlalcoyote, musarafia, cascabel chilladora y lagartija de collar. Animales en peligro
de extincion: berrendo y perrito de la pradera (INEGIb, 2015).

6.2 Cepas de referencia

Las cepas patdgenas con las que se realizard la evaluacion de la actividad antagonista;
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 13061, Salmonella enteritidis
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ATCC 13076, Listeria monocytogenes ATCC 7644 y Staphylococcus aureus ATCC 6538;
fueron donadas por el Laboratorio de Microbiologia Sanitaria y de Alimentos de la

Facultad de Ciencias Biologicas, UANL, a cargo del Dr. Arturo Espinoza Mata.

Fig. 4. Localidades de muestreos. En Nuevo Leon: 1) Mina, 2) Marin, 3) Cadereyta Jiménez y 4)

Montemorelos; En Zacatecas: 5) Mazapil y 6) Concepcion del Oro.

6.3 Identificacion taxonémica de los ectoparasitos colectados

Previo al procesamiento para realizar el aislamiento de los simbiontes de las garrapatas,
se realizard una identificacion macroscopica basada en claves taxon6micas para

diferenciar el sexo y especie de las garrapatas (Pratt & Littig, 1974).
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6.4 Procesamiento de las muestras

6.4.1 Esterilizacion de la superficie externa de las garrapatas

Cada garrapata fue sometida a esterilizacion de superficie con formol 10% durante 10
minutos. Seguido de esto, se sumergieron en etanol al 70% durante 10 minutos.
Finalmente, se lavaron en soluciéon salina 0.85% por 1 minuto (Fig. 5) (Egyed & Macrai,
2014).
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Fig. 5. Esterilizacion de superficie de las garrapatas colectadas

6.4.2 Obtencion de 6rganos internos y hemolinfa para el aislamiento

Se depositd el cuerpo completo de los ectoparésitos en tubos de ensaye de 13x100 mm,
conteniendo 2 mL de caldo infusién cerebro corazén (ICC), se utilizd una lanceta de
diseccion de acero inoxidable esterilizado al fuego y etanol al 96% para realizar el corte y
macerado de las garrapatas dentro del caldo ICC, con el objetivo de garantizar la mayor
esterilidad posible. Para comprobar la efectividad del método de esterilizacion se dejé un
ectoparasito sin macerar y tras 72 h de incubacion se inoculd en una placa de agar sangre

para verificar la inactivacion de los microorganismos en la superficie (Fig. 6).
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Los tubos se incubaron por 24 horas a 32°C, en orden de aumentar la cantidad de
simbiontes presentes, para después ser inoculados por estria por agotamiento en placas de
agar sangre 10%, se incubaron por un periodo maximo de siete dias antes de ser
descartadas. Una vez que las placas presenten crecimiento bacteriano se realizaran
resiembras de cada colonia aislada con diferencias morfoldgicas en orden de obtener
cultivos puros.

La inoculacién y obtencion de cultivos puros se realizardn dentro de campanas de flujo

laminar para evitar cualquier contaminacion (Anand et al. 2010).

Fig. 6. Verificacion de esterilizacién de superficie. EI microtubo de la izquierda muestra un artrépodo sin
macerar tras el proceso de esterilizacion de superficie y unaincubacién por 72 h a 32°C, el microtubo de la

derecha muestra la turbidez del medio por el crecimiento bacteriano tras 24 h a 32°C.
6.5 Caracterizacion morfolégica y bioquimica de los aislamientos

Se documentd la morfologia colonial macroscépica de las cepas aisladas, la cual incluy6
datos como elevacion, forma, superficie, coloracién y capacidad hemolitica. Ademas, se
realizd una tincion de Gram para observar la morfologia microscépica de cada aislado.
Finalmente, cada una de las cepas distintivas se sometieron a una serie de pruebas

bioquimicas, para llevar a cabo su caracterizacién. Para esto se utilizd una suspension
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bacteriana de cultivos jovenes (24 h) en solucion salina al 0.85% con una concentracidn
aproximada de 1.5 x 108 (0.5 en el indice de McFarland).

6.6 Evaluacion de la actividad antagonista

A partir de cultivos de 24 horas en placas de agar sangre, se tomaron de 2-4 colonias
discretas y se preparé una suspension ajustada al tubo 0.5 del estandar de McFarland en
PBS. En placas de agar sangre se colocd con un hisopo estéril una estria longitudinal 1 x
8 cm con la bacteria a evaluar en el centro de la placa, y se incubaron por 48 h a 35°C.
Después del periodo de incubacién, se realizaron con hisopos estériles canales para
inocular las cepas patdgenas. Se prepar6 del mismo modo una suspension con la bacteria
patdgena y se sembrO por estria simple atravesando la zona de la bacteria a evaluar por el
canal previamente realizado. Después de 24 h se observaron los resultados con los criterios
de inhibicion marcada por un halo medido en mm, disminucion de crecimiento bacteriano
en la zona de contacto y la inhibicion nula (Fig. 7) (Lertcanawanichakul & Sawagnop,

2008). Para cada cepa a evaluar se realizaron tres repeticiones contra las cepas patdgenas.

Fig. 7. Criterios de evaluacion para los retos de antagonismo. Inhibicién nula -, Disminucién de crecimiento

en la zona de contacto +, Inhibicion positiva medida en mm.
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6.7 Identificacion de las cepas aisladas.

Las cepas distintivas fueron inoculadas en placas de agar TSA durante 24h a 32°C y
posteriormente se enviaron al Laboratorio de Diagnostico Microbiolégico de Alta
Especialidad, dentro de los Servicios de Gastroenterologia del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez”, Monterrey, Nuevo Ledn, México. Para su identificacién por
medio del equipo de Desorcior/lonizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF) de
Bruker® con el sistema Microflex LT/SH vy el software MALDI-Biotyper.

25



6. RESULTADOS

7.1 Identificacion taxonémica de los artrépodos colectados

Las garrapatas de este estudio fueron identificadas segun a las caracteristicas anatémicas
de las siguientes estructuras y con base en diferentes claves taxonomicas (Pratt & Littig,
1974; Keirans & Litwak, 1989; Keirans & Durden, 1998; Walker et al. 2014).

Se identificaron tres especies, Riphicephalus microplus, Amblyomma cajennense,

pertenecientes a la familia Ixodidae, y Otobius megnini, de la familia Argasidae.

Riphicephalus microplus (Canestrini, 1888)

Fig. 8. Estructuras para identificacion de R. microplus: A) Escudo cubriendo el dorsal del macho (izq) y la
regién dorsal anterior de la hembra (der), B) Ojos presentes, C) Base del capitulo hexagonal, D) Coxa | con
espinadoble, prominente y visible desde vistadorsal, E) Festones ausentes, F) Machos con placas ventrales

y apéndice caudal.
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Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

=¥

Fig. 9. Estructuras para identificacion de A. cajennense: A) Escudo moteado cubriendo la totalidad en el
macho y la regién anterior hembra, patrén de ornamentacion caracteristico, B) Surco anal posterior, C) Base
del capitulo rectangular; palpos mas largos que base del capitulo; ojos presentes, D) Festones presentes (11),

E) Coxa | con doble espina, espinainterna corta y externa media; Coxa Il-IV conuna sola espina.
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Otobius megnini (Duges, 1883)

Fig. 10. Estructuras para identificacion de O. megnini. A) Sin escudo y con gnatostoma ventral Ojos
ausentes, B) Hipostoma vestigial o atrofiado, C) Tegumento con espinas, D) Ambulacro ausente al final de

las patas.
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7.2 Garrapatas colectadas en las diversas localidades

Durante este estudio se colectaron 150 garrapatas, en seis localidades de dos estados del

noreste y occidente de la Republica Mexicana, 25 ectoparasitos por sitio, correspondientes

a tres diferentes especies; 90 de la especie R. microplus, 10 de A. cajennense y 50 O.

megnini. Las garrapatas fueron colectadas entre los meses de julio-octubre del 2016. Los
datos de las colectas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Garrapatas colectadas en las diversas localidades

Garrapatas colectadas
Estado Nuevo Leon Zacatecas
Localidad | Mina | Marin | Cadereyta | Montemorelos | Mazapil | Concepcion
Jiménez del Oro
Especie aR. mic | °R. mic aR. mic aR.mic | PA.caj | °O. meg 0. meg
Ninfas 0 0 0 0 0 25 25
Machos 0 0 2 3 3 0 0
Hembras 0 0 3 0 6 0 0
Hembras 25 25 20 12 1 0 0
gravidas
Total 25 25 25 25 25 25
2R. microplus

b A, cajennense

¢0O. megnini
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7.3 Cepas bacterianas aisladas de las garrapatas de ganado bovino

7.3.1 Carga bacteriana de las diversas especies de garrapatas

De las 150 garrapatas muestreadas se lograron aislar 293 cepas bacterianas, aunque 160
de las cepas aisladas provienen de garrapatas de la especie R. microplus (54.60% de los
aislamientos), es la especie O. megnini quien cuenta con la mayor proporcion de infeccion
bacteria/hospedero (2.34). Los datos de la carga bacteriana por especies se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Carga bacteriana de las tres especies de garrapatas colectadas.

Especie No. de No. de % de los Relacion
garrapatas aislamiento aislamientos bacteria/hospeder
muestreadas S totales 0
R. microplus 90 160 54.60% 1.77
A. cajennense 10 16 5.46% 1.6
O. megnini 50 117 39.94% 2.34
Total 150 293 100%
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7.3.2. Caracterizacion morfologica de los aislamientos bacterianos

De las 293 cepas aisladas se encontraron muchas similitudes entre las morfologias
coloniales. De tal forma que las cepas bacterianas se clasificaron segin su morfologia
colonial por forma, borde, textura, elevacion, opacidad, tamafio, color, capacidad
hemolitica, morfologia microscépica y Gram. De esta forma los aislados se clasificaron
en 15 morfologias. Las caracteristicas de cada morfologia se muestran en la Tabla 3. Se
encontré que en la microbiota cultivable de las tres especies de garrapatas se encuentra
una mayor diversidad de especies Gram negativas, ademas de una mayor incidencia de
estas en los aislamientos totales. Es importante resaltar la presencia de cepas hemoliticas

en la mayoria de las garrapatas muestreadas, un 83.3% de los ectoparasitos analizados
mostraron al menos una cepa con hemolisis, como se muestra en la Tabla 4.

7.3.3 Caracterizacion bioquimica de los aislamientos bacterianos

Una vez que las cepas fueron clasificadas en diversas morfologias se tomaron algunos
aislamientos para compararlas con otros con su misma morfologia, pero de distintos sitios
de muestreo, una vez establecida una bioguimica similar se procediéo a realizar una
caracterizacion bioguimica de las morfologias distintivas. Cabe resaltar la gran capacidad
de producir proteasas de las cepas. Las pruebas bioquimicas realizadas y el
comportamiento de las diversas cepas se muestran en la Tabla 5.

7.3.4 Evaluacion de la actividad antagonista de las cepas aisladas

Las morfologias distintivas fueron evaluadas por el método de estria cruzada contra las
cepas patogenas de E. coli ATCC 25922, B. cereus ATCC 13061, S. enteritidis ATCC
13076, L. monocytogenes ATCC 7644 y S. aureus ATCC 6538. Las cepas C y K son las
que mostraron un mayor grado de antagonismo contra las bacterias patogenas. La primera
contra las Gram negativas E. coli y S. enteritidis, mientras la Gltima tuvo un mayor efecto
contra las tres cepas Gram positivas. Los resultados de los retos de antagonismo se
muestran en la Tabla 6. Los criterios de evaluacion para la actividad antagonista son en
base a la Fig. 7.
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Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos

Morfologias Forma Borde Textura Elevacion Tamaio Color Opacidad Hemolisis 2M. mic. Gram
A Circular Entero Acuosa Planas Medio Blanco Brillante No Cocos +
B Irregular ~ Ondulado Cerosa Convexas Grande Blanco Opaco Si Bacilos +
C Circular Entero Acuosas  Planoconvexas  Pequefio Amarillo  Translucido Si Bacilos -
D Circular ~ Ondulado Secas Planas Medio Naranja Opaco No Cocos +
E Circular Entero Acuosas Pulvinadas Medio Blanco Translucido Si Bacilos -
F Circular Entero Mucosas Convexas Medio Blanco Translucido No Bacilos -
G Circular Entero Cremosas Convexas Pequefio Blanco Brillante No Cocos +
H Circular ~ Ondulado Cerosas Umbonadas Medio Blanco Opaco No Bacilos -
I Circular Entero Cremosas Convexas Pequefio Amarillo Brillante No Cocos +
K Circular Entero Cremosas Elevadas Medio Rojo Brillante Si Bacilos -
L Circular Entero Acuosas Umbonadas Medio Blanco Translucido No Bacilos -
N Circular Entero Acuosas Planas Medio Blanco Translucido No Bacilos -
(0] Circular Entero Acuosas Planas Pequefio Blanco Translucido Si Cocobacilos +
R Circular Entero Cerosas Planoconvexas  Pequefio Blanco Opaco No Bacilos -
S Circular ~ Ondulado Cerosas Umbonadas Pequefio Amarillo Opaco No Bacilos -

& Morfologia microscopica



Tabla 4. Relacion de actividad hemolitica y Gram por especie de garrapata

Cantidad de cepas Garrapatas con cepas hemoliticas y no
bacterianas hemoliticas
G+/G- % aH/ NH %
R. microplus 84/76 52.5/47.5 75/15 83.3/16.7
A. cajennense 10/6 62.5/37.5 6/4 60/40
O. megnini 49/68 41.9/58.1 44/6 88/12
Total 143/150 48.8/51.2 125/25 83.3/16.7

2 garrapatas con al menos una cepa hemolitica

b garrapatas con ausencia de cepas hemoliticas
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Tabla. 5. Caracteristicas bioquimicas de los aislamientos

Pruebas bioquimicas

Cepas NOs; TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC OX

A + - - + + + + + + + + - + + + - + + - - -
B + + - + - + + - + + + + + + + - + + - - +
C - + - - - + + + + + + + + - + + + + + + +
D + - + - + + + - + + + + + + + - - + + - -
E + + - - - + + + + - + - + + - - - + + - +
F - - - - - + + + + + + + + + + - - + + - +
G + - + - + + + + + + + + + + + + + + + + -
I - - - - - - + - + + + + + + - + + + - + -
L - - + - - + - - + + - + + + + + + + + + -
(0] + - - + - + + + + + + + + + + + + + + + -

ONPG ADH IDC ODC CIT H.S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX

H + - - - - - - - - - - + + - - - - + + + -
K + - + + + - - + - + + + + + + - + - + - -
N + + + + + + - - - + - + + - + + - + + + -
S + + - + + - - - - + + + + + + + + + + + -
R + - + + + - - - - + - + + + + + + + + + +
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Tabla 6. Evaluacion de la capacidad de antagonismo de los aislamientos

Cepas patogenas

Cepas a E.coli S.enteritidis L. monocytogenes S.aureus B. cereus
evaluar
A - - + + -
B + + - - 2 mm
C 5mm 8 mm + + 2 mm
D - - - - -
E - - - 5mm -
F - - - - -
G - - - - -
H - - + + -
I - - + - -
K - - 16 mm 18 mm 17 mm
L - - - - -
N + + - - -
[0 - - - - -
R - - - + +
S - - - - -
Inhibicién nula “- “, disminucién en la zona de crecimiento “+”, inhibicién positiva medida en mm.

*Los valores sonun promedio de tres repeticiones

7.3.5. Identificacion de las cepas aisladas por el equipo MALDI-TOF

La gran mayoria de las cepas fueron identificadas como microorganismos patdgenos para
el hombre y el ganado (Tabla 7). Aquellos con mayores apariciones dentro de los 293
aislamientos fueron Staphylococcus chromogenes, Bacillus cereus, Burkholderia cepacia,
Cronobacter sakazakii y Serratia marcescens (Grafico 1).

En cuanto a la relacion de especies bacterianas por especie de garrapata los resultados
fueron los siguientes, para R. microplus las especies mas frecuentes fueron S.
chromogenes, B. cereus, B. cepacia y S. marcescens (Grafico 2), para A. cajennense, B.
cereus y A. pittii (Gréfico 3), por dltimo, para O. megnini fueron B. cereus, B. cepacia y
C. sakazakii (Gréfico 4).
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Tabla 7. Identidades de las cepas segun la base de datos del MALDI-TOF

Cepas Especie identificada Score value API ID*
A Staphylococcus chromogenes 1.97 NA*
B Bacillus cereus 2.31 NA*
C Burkholderia cepacia 2.36 B. cepacia
D Staphylococcus xylosus 1.50 NA
E Stenotrophomonas maltophilia 2.18 S. maltophilia
F Bacillus pumilus 1.85 NA
G Staphylococcus hominis 2.09 NA
H Escherichia vulneris 1.73 E. vulneris
I Micrococcus luteus 2.44 NA
K Serratia marcescens 2.38 S. marcescens
L Acinetobacter pittii 2.37 A. baumanii
N Enterobacter cloacae 2.38 E. amnigenus
(0] Enterococcus faecalis 2.41 NA
R Enterobacter aerogenes 2.54 E. aerogenes
S Cronobacter sakazakii 2.35 Cronobacter sp.

*|dentificacion segun la base de datos del API WEB.



Tabla 8. Bacterias aisladas de importancia clinica o veterinaria

Especie

Importancia clinica o veterinaria

Referencia

S. chromogenes
B. cereus

B. cepacia

S. xylosus

S. maltophilia

B. pumilus

S. hominis

E. vulneris
M. luteus

S. marcescens

A. pittii

E. cloacae

E. faecalis

E. aerogenes

C. sakazakii

Mastitis bovina
Oportunista clinico, abortos en bovinos

Patdgeno oportunista, FQ, MDR

Mastitis bovina

Oportunista, MDR, IVU, Endocarditis,
bacteriemias

Patdgenos de plantas, Oportunista,
bacteriemias
Patdgeno oportunista, MDR

Cateterismo, meningitis
Infecciones en pacientes inmunodeprimidos

Patdgeno oportunista, MDR

Patogeno oportunista, MDR

Emergente IVU MDR

Oportunista, 1VU, bacteriemias

Emergente IVU MDR

Meningitis, septicemia en infantes

Thorberg et al. 2009
Bottone, 2010

Mahenthiralingam et
al. 2008

Bochniarz et al.
2014

Brooke, 2012

Kimouli et al. 2012

Ruiz de Gopegui et
al. 2011

Mohanty et al. 2005
Bonjar, 2004

Maragakis et al.
2008

Wisplinghoff et al.
2012

Davin-Regli &
Pagés, 2015

Zou & Shankar,
2016

Davin-Regli &
Pages, 2015

Parra et al. 2015
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Grafico 1. Frecuencias bacterianas en la totalidad de las garrapatas muestreadas

Frecuencias totales de las diversas especies
de bacterias aisladas de garrapatas

® S. chrom.
=B, cer.
mB. cep.
=S, xyl

B S, malt.
H res. Pend
ES. hom.
mE vul
=M. |ut.
®S. marc.
m A pitt

B E. cloa.

= res. pend

Grafico 2. Frecuencias de las especies bacterianas en R. microplus

Frecuencias de morfologias de las bacterias
aisladas de R. microplus
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Grafico 3. Frecuencias bacterianas en A. cajennense

Frecuencia de morfologias de las bacterias
aisladas de A. cajennense
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Grafico 4. Frecuencias bacterianas en O. megnini

Frecuencias morfolégicas de las bacterias
aisladas de O. megnini

B, cer.
2%
uB. cep.
0% S, xyl
B S malt.
B res. Pend
E S hom.
BE vul

B M, lut.

1% 0%

B S. marc.
B A pitt
EE cloa.
¥ res. pend
HE. aero.
uC. sak.

0% g9

B S, chrom.

39



7. DISCUSION
En México se reportan alrededor de 88 especies de garrapatas ya sea ixodidas o argasidas.
Entre las especies que mas afectan el ganado bovino estdn Riphicephalus microplus,
Amblyomma cajennense, por parte de las ixodidas, y la garrapata espinosa de la oreja,
Otobius megnini, por parte de las argasidas (SENASICA, 2015).

Sin duda, de estas tres especies de garrapatas, la que supone un mayor riesgo para la
industria del ganado bovino es la ixodida R. microplus, vector de importantes agentes
infecciosos para los bovinos, como Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale
(Garcia-Vazquez, 2010; Merino etal. 2011).

Por su parte, A. cajennense se reporta como la especie del género Amblyomma con mayor
distribucion dentro de la Republica Mexicana, los estados donde existen mayores reportes
para esta garrapata son aquellos de climas himedos como Veracruz, Campeche, Yucatan
y Tabasco, sin embargo, también se presenta en estados con climas mas calidos Yy aridos
como Nuevo Ledn y Sinaloa (Estrada-Pefa et al. 2004).

Finalmente, O. megnini, es la especie de garrapatas blandas de mayor importancia para la
industria ganadera en el pais (Pérez etal. 2014), ademas de causar problemas de irritacion,
alergias, miotonia, espasmos musculares Yy otitis severa; tiene ciclos de vida que pueden
completarse en 120 dias, y una alta resistencia a climas secos, ademas de soportar largos
periodos de inanicion (Diyes & Rajakaruna, 2017; Walker et al. 2014).

Durante este estudio se aislaron 293 cepas bacterianas, de tres especies de garrapatas, de
las cuales solo una de ellas, A. cajennense, cuenta con reportes de microbiota bacteriana
aislada de ocho garrapatas de 4 regiones de Brasil (Machado-Ferreira et al. 2015). El resto
de las especies utilizadas en este estudio no tienen registro de su microbiota cultivable, a
pesar de ser especies de gran importancia para la industria de ganado bovino, lo cual
resalta la importancia de este trabajo por su originalidad e importancia a nivel nacional e

internacional.

Aunque la mayoria de los aislamientos se realizaron de garrapatas de la especie R.
microplus, fue O. megnini quien mostré una relacion de infeccidon mayor (2.34) segun la

cantidad de individuos analizados, lo anterior puede deberse principalmente a las
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condiciones de localizacion de los ectoparéasitos en los hospederos, ya que O. megnini, se
presenta principal y de forma casi exclusiva en el canal auditivo de los bovinos (Diyes &
Rajakaruna, 2017)el cual presenta un ambiente de humedad y calor, que puede beneficiar
una mayor cantidad de bacterias para que sean ingeridas por la garrapata en sus maltiples
ingestas, y que al ser una argasida de un solo hospedero puede propiciar un mejor
establecimiento de esta microbiota, al aumentar la cantidad de exposiciones a un mismo
microambiente. Sin embargo, se requieren de mayores estudios para confirmar lo anterior.

La microbiota de las tres garrapatas estudiadas, mostro una mayor diversidad de bacterias
Gram negativas, ademas de una mayor cantidad de incidencias totales, a excepcion de A.
pittii, C. sakazakii, E. vulneris y S. hominis, todas las demas especies bacterianas han sido
previamente reportadas para garrapatas de especies diferentes a las del estudio (Martin &
Schmidtmann, 1998; Murrell et al. 2003; Stojek & Dutkiewikz, 2004; Rudolf et al. 2009;
Egyed & Makrai, 2014).

Todas las especies de bacterias aisladas son reportadas como patdgenos de importancia
clinica o veterinaria. Entre las bacterias Gram positivas se encuentran, Staphylococcus
chromogenes y S. xylosus, ambos son estafilococos coagulasa negativos que junto con S.
epidermidis y S. simulans, son parte de los microorganismos causantes de la mastitis
bovina (Thorberg et al. 2009; Bochniarz et al. 2014). Bacillus cereus, un reconocido
patdgeno en pacientes con catéter, produce una gran cantidad de exotoxinas entre las
cuales se encuentran cuatro tipos de hemolisinas, tres diferentes fosfolipasas, proteasas y
toxinas emeticas (Bottone, 2010); ademas de estar asociado con casos de abortos en
bovinos (Schuh & Weinstock, 1985). S. hominis se trata de un estafilococo, con capacidad
de ser patdgeno oportunista, con la principal caracteristica de ser resistente a linezolida,
un antibidtico de nueva generacién utilizado contra Gram positivos resistentes a
vancomicina y meticilina (Ruiz de Gopegui et al. 2011). M. luteus, causa infecciones

menores en pacientes con sistema inmune deprimido (Bonjar, 2004).

Las bacterias Gram negativas fueron, B. cepacia, una bacteria ambiental con la capacidad
de fungir como patdgeno oportunista, especialmente en personas con sistema inmune

deficiente como los pacientes con fibrosis quistica, en los Ultimos afios el complejo del
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cual forma parte (BCC) ha surgido como un problema en ambientes hospitalarios
(Mahenthiralingam et al. 2008). Stenotrophomonas maltophilia, una bacteria Gram
negativa conocida como MDR (multiple-drug resistant), en los Gltimos afios ha tomado
gran importancia por su incursion en infecciones en ambientes hospitalarios, se encuentra
asociada a infecciones en vias urinarias, endocarditis, bacteriemias, meningitis, y aun
cuando no es una bacteria con alta capacidad patogénica, es su capacidad de resistencia al
medio ambiente y su alta resistencia a antibioticos lo que la hacen un microorganismo
peligroso parala salud humana (Brooke, 2012). Escherichia vulneris es una enterobacteria
relacionada con infecciones por cateterismo y meningitis (Mohanty et al. 2005). Serratia
marcescens, una enterobacteria patdgeno oportunista con la caracteristica principal de
haber adquirido resistencia multiple a antibioticos (Maragakis et al. 2008). A. pittii, se
encuentra dentro del complejo baumannii-calcoaceticus, de forma que es un patdgeno
MDR emergente (Wisplinghoff et al. 2012). E. cloacae y E. aerogenes, han sido
prevalentes patogenos oportunistas MDR en las Gltimas tres décadas (Davin-Regli &
Pageés, 2015). C. sakazakii, es una enterobacteria comunmente asociada con meningitis y
septicemia en infantes por su incidencia en formulas lacteas en polvo (Parra et al. 2015).

De las 293 cepas aisladas, 171 mostraron algin tipo de hemdlisis, estas cepas se
encontraron en el 80% de las garrapatas totales analizadas. Las cepas hemoliticas se
encontraron presentes en todos los sitios de muestreo, de forma similar, con excepcion de
S. marcescens que solo se encontr6 en el municipio de Mina en las garrapatas R.
microplus. Ademéas de B. cepacia que fue la principal cepa hemolitica en Mazapil, en
garrapatas de la especie O. megnini. Aunque se sabe que las garrapatas cuentan con una
cascada de peptidasas que ayudan en la digestion de la hemoglobina (Horn et al. 2009),
es posible que las bacterias hemoliticas aqui reportadas ayuden a que este proceso ocurra
de forma mas eficiente. Sin embargo, los Unicos estudios referentes al efecto de la
microbiota en la digestidn de la sangre de un artropodo hematéfago son sobre mosquitos
del género Aedes (Minard et al. 2013).

Pero la hemoglobina no es la Unica proteina presente en la sangre, el resto de las proteinas
sanguineas también podrian verse degradadas por las proteasas producidas por las tres de

especies de Staphylococcus, B. cereus, B. cepacia y S. marcescens. Las cuales producen
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una gran variedad de proteasas, ademas que estas cepas fueron las mas recurrentes en
todas las garrapatas muestreadas. El mecanismo de degradacion de proteinas en el lumen

intestinal aun no es bien conocido para las garrapatas (Hernandez-Alvarez et al. 2000).

Actualmente existe una creciente resistencia por parte de los microorganismos patégenos
hacia los antibidticos. De tal manera que es de gran importancia la blsqueda de nuevos
microorganismos con actividad antagonista contra las principales cepas patdgenas (
Clardy et al. 2006; Singh et al. 2006 Fishbach & Walsh, 2009), Sin embargo, mas
importante adn, es entender el rol que juega la microbiota dentro de la garrapata, pues esta
microbiota puede influir de manera significativa en el establecimiento de patdgenos para
el artropodo, asi como el establecimiento de los agentes infecciosos de los cuales la
garrapata es vector.(Narasimhan & Fikrig, 2015). Las cepas de S. marcescens, B. cepacia
y S. maltophilia mostraron un cierto grado de inhibicion contra las cepas clinicas
evaluadas. La primera de ellas presenta un metabolito secundario llamado prodigiosina
con reconocida actividad antibacteriana, antifingica, antimalarica, anticancerigena y
antiprotozoaria (Kurbanoglu et al. 2015). B. cepacia es conocida por producir pirrolnitrina
un compuesto antifngico que afecta una gran variedad de hongos fitopatogenos (Schmidt
et al. 2009), sin embargo, este compuesto podria ser capaz proteger a las garrapatas contra
Metarhizium anisopliae el principal hongo entomopatogeno utilizado en el control
bioldgico de estos artropodos (Frazzon et al. 2000). Los resultados demuestran la amplia
diversidad de la microbiota de las garrapatas, ademas del posible rol que esta puede tener

en la fisiologia de estas, de igual manera, las cepas aqui reportadas podrian servir como
punto para un posible control bioldgico de los ectoparasitos.
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8. CONCLUSION

Se determind la amplia distribucion de la especie R. microplus dentro de las areas de
estudio, seguida de O. megnini. Este trabajo ademas amplia el escaso acervo de
informacion referente a la microbiota bacteriana de las garrapatas al reportar por primera

vez la microbiota cultivable de R. microplus y O. megnini, ademas de aumentar
conocimientos sobre A. cajennense.

Las especies identificadas concuerdan con las previamente reportadas para garrapatas de
especies distintas a las del estudio. Con la excepcion de A. pittii, C. sakazakii, E. vulneris

y S. hominis, los cuales se asocian por primera vez a garrapatas.

Se observd una alta frecuencia de cepas hemoliticas en los aislamientos, esto podria
sugerir un rol nutricional dentro del artropodo. Ademas, se comprobd la capacidad
antagonista de cepas aisladas de garrapatas contra cepas de importancia clinica, una de

ellas reconocida por sus metabolitos antifiingicos, que podrian ayudar a explicar un rol de
proteccion en contra de hongos entomopatdgenos.
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9. PERSPECTIVAS

Evaluar la capacidad de antagonismo de las cepas aisladas contra Cedecea lapagei y
Metarhizium anisoplae, microorganismos usado en el control biologico de garrapatas.

Evaluar la capacidad de antagonismo de las cepas aisladas contra microorganismos con
resistencia mdltiple a antibiéticos.

Evaluar la capacidad de hemdlisis de garrapatas en un estado de disbiosis de la microbiota.
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