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1. Resumeny palabras claves

Las garrapatas son organismos que parasitan a mamiferos de diferentes especies entre
los que se encuentran animales domésticos. Estos actGan como agentes transmisores
vectoriales de distintos organismos patogenos entre los que se encuentran Babesia spp. y
Anaplasma spp., que producen enfermedades en animales y seres humanos.

Para identificar las garrapatas que parasitan animales de produccion, comprender su
participacion en la transmisién de agentes patdgenos bacterianos y parasitarios, y su
distribucion geogréafica en nuestro pais; se tomaron muestras de especimenes que parasitan
bovinos, se identificaron las caracteristicas ambientales de los sitios de recoleccion, se
identifico morfoldgicamente a las garrapatas colectadas en los animales y se identificé a los
agentes parasitarios mediante microscopia y biologia molecular por PCR.

Se identificaron garrapatas Rhipicephalus microplus en fincas de la region central de
Guatemala, también se identificaron mediante microscopia agentes parasitarios y
rickettsiales compatibles con los géneros Babesia spp. y Anaplasma spp., pudiéndose
confirmar Unicamente Babesia bigemina, B. bovis y Anaplasma spp. por diagnéstico
molecular. La temperatura ambiente registrada en las unidades productivas varié entre los
26°C y 32°C, mientras que la humedad ambiente varié entre 43% y 80%, mostrando

condiciones favorables para el desarrollo de agentes vectores de hemoparasitos y rickettsias.

Palabras clave: Vectores, Ectoparasitos, Bovinos, Babesia, Anaplasma
Abstract and keyword

Ticks are parasites of different mammal species, including domestic production
animals. There are vectors-transmitting agents of different pathogenic organisms, including
Babesia spp. and Anaplasma spp., which produces diseases in animals and humans.

To identify ticks in production animals, role in the transmission of bacterial and
parasitic pathogens geographical distribution, samples were taken from specimens
parasitizing cattle, the environmental characteristics of the collection sites were identified,
the ticks collected in the animals were morphologically identified and the parasitic agents

were identified by microscopy and molecular biology by PCR.
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Rhipicephalus microplus ticks were identified in the central region of Guatemala, as
well as parasitic and rickettsial agents compatible with the genera Babesia spp. and
Anaplasma spp., the species confirmed by molecular diagnosis were: Babesia bigemina, B.
bovis and Anaplasma spp. In productive units the temperature ranges from 26°C to 32°C,
while the humidity varies from 43% to 80%, which is a favorable development environment
for the vector-transmitting agents and rickettsiae.

Keywords: Vectors, Ectoparasites, Cattle, Babesia, Anaplasma

2. Introduccion

Guatemala se encuentra en una regién con alta variabilidad climatica, habiendo
condiciones tropicales variables segun la época del afio y sus regiones geograficas. Esta
variabilidad se traduce también en alta riqueza ecoldgica que da lugar a interaccion entre los
organismos de distintivos niveles troficos que, en ocasiones, dan lugar a procesos patoldgicos
como es el caso de la relacion parasitaria entre las garrapatas y sus hospederos.

Parte de estas interacciones ecoldgicas incluyen la transmision de agentes infecciosos
de tipo viral, bacteriano y parasitario como algunos protozoos que pueden provocar
patologias graves entre animales y seres humanos. Entre los organismos que se han reportado
en nuestro pais como productores de enfermedades tanto entre animales domésticos de
produccidén como en seres humanos se encuentran los géneros Babesia spp. y Anaplasma
spp. productores de Babesiosis y Anaplasmosis bovina y equina, enfermedades que también
pueden ser transmitidas a seres humanos.

Estudios previos como los realizados por van Andel et al. (1997), Eremeeva et al.
(2013) y Estrada (2019), han demostrado la presencia de estos agentes infecciosos en
diferentes regiones del pais, estos reportes siempre han asociado la presencia de las
enfermedades con la presencia de garrapatas de diferentes especies que actian como agentes
vectores transmisores, aunque las garrapatas tienden a proliferar en sitios con temperaturas
mas calidas y templadas, se ha observado actualmente la presencia de garrapatas en regiones

que antes se consideraban de clima frio, en parte por la adaptacion de estos organismos a
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diferentes condiciones climéticas y principalmente por la reciente alteracion climatoldgica
derivada del calentamiento global, por lo que regiones con temperatura méas frias ahora
presentan periodos calidos durante determinadas épocas del afio lo que origina una
adaptacion de organismos a estas nuevas regiones.

Este estudio busca es determinar la presencia de garrapatas por identificacion
morfoldgica de diferentes géneros y especies parasitando animales de produccion en la region
central de Guatemala, con el fin de establecer su distribucion; ademas de identificar la
presencia de Babesia spp.,y Anaplasma spp. transmitidos por estos agentes vectoriales
utilizando técnicas de microscopia como el frotis sanguineo y la confirmacién de los agentes

parasitarios y rickettsiales por biologia molecular utilizando PCR.

3. Planteamiento del problema

Guatemala se ubica en una regioén de clima subtropical que se caracteriza por
temperaturas superiores a los 21°C en promedio, con una tendencia al incremento anual en
los dltimos afios como consecuencias del calentamiento climatico, originando
modificaciones climaticas que conducen a la presencia de ciclos de lluvias y sequias muy
marcadas (Bardales et al., 2019), alterando a los diferentes microclimas como ecosistemas,
por lo que ahora es comdn observar especies animales y vegetales invasoras entre las que
destaca la presencia de organismos parasitarios, pertenecientes a niveles troficos inferiores
como es el caso de las garrapatas (Bardales et al., 2015; Estrada, 2015).

La presencia de nuevos organismos parasitos en un ecosistema conlleva un nuevo
periodo de adaptacion tanto al clima como a nuevos hospederos, los cuales también deben
adaptarse a estos nuevos organismos (Estrada, 2015). Es sabido el papel vectorial que juegan
los ectoparésitos ixodideos en la transmision de diferentes enfermedades infecciosas virales
y bacterianas como de otros organismos protozoarios causantes de importantes parasitosis en
América Latina como lo mencionan los estudios de Maggi y Kramer, (2019).

De acuerdo con Eremeeva et al. (2012) existe una alta prevalencia de casos no

reportados de Piroplasmosis y Anaplasmosis, enfermedades originas por Babesia spp. y
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Anaplasma spp. en ganado de nuestro pais, los cuales se encuentran registrados en la Unidad
de Parasitologia de la FMVZ, USAC.

Estos agentes infecciosos son diseminados por garrapatas, siendo los géneros mas
comunmente identificados en nuestro pais: Rhipicephalus spp., Dermacentor spp., Ixodes
spp., Amblyomma spp. Haemopbhisalis spp., Otobius spp., Ornithodoros spp. y Argas spp. Es
importante que tanto las especies de agentes patégenos como de las garrapatas que actdan
como sus vectores, y que se encuentran afectando a animales domésticos, sean identificados
de forma precisa para establecer su distribucion geografica, y asi sentar una base para
correlacionar en el futuro posibles casos de enfermedades que afectan el desempefio

productivo.

4. Delimitacion en tiempo y espacio

4.1. Delimitacién en tiempo
La duracion del presente estudio fue de 11 meses (enero 2021 a noviembre 2021).
Durante este tiempo se realiz6 el muestreo de campo tomando pardmetros ambientales en las
unidades productivas a las que se tuvo acceso durante la primera mitad de tiempo del estudio
y se realizaron analisis de laboratorio para el diagnostico de los agentes parasitarios en la
ultima fase del estudio.

4.2. Delimitacion espacial

El estudio se desarroll6 en unidades productivas de las regiones | y V de Guatemala.
Comprendidas por los departamentos de Guatemala (Region | metropolitana) y

Chimaltenango, Sacatepéquez y Escuintla (Regién V) (Figura 1).

5. Marco tedrico

Las garrapatas del género Argas spp. miden de 5 a 10 mm, poseen una forma oval y
aplanada con coloracién amarillenta a pardo rojizo dorsalmente. Ventralmente poseen una
textura rugosa, coriacea y mamelonada con un borde lateral afilado. Su aparato bucal se ubica
ventralmente por lo que no es observable cuando se les ve desde una vista superior. Tienden

a mantenerse en hendiduras y grietas de gallineros, asi como en jaulas. Es raro verlas sobre

4
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su huésped. Argas spp. es vector de Borrelia spp. para aves de corral gallinaceas y aves de
ornato como gallinas de Guinea y canarios. La transmision de Borrelia spp. entre garrapatas
suele ser de tipo transovarico (Nava et al., 2017).

El género Ornithodoros spp. se caracteriza por tener una forma globular sin bordes
afilados casi redondeada cuando se observa desde arriba. Su cuerpo es aplanado volviéndose
convexo en especimenes repletos. Suele ubicarse en grietas y hendiduras de nidos, asi como
en ramas donde las aves anidan, también se ubican en madrigueras de roedores y zonas de
descanso de grandes mamiferos (Donaldson et al., 2016; Nava, 2017).

Son vectores transmisores de Borrelia recurrencis a seres humanos, asi como a
roedores en cuya poblacion el agente se vuelve endémico. Una garrapata puede permanecer
infectada con Borrelia por varios afios y transmitir el agente a su progenie de forma
transovarica (Donaldson et al., 2016). Otra forma de transmision de agentes patdgenos se da
a través de la transmisién transovarica, donde el agente infeccioso se transmite desde una
garrapata adulta a las larvas de su progenie por infeccion de sus ovarios. Este mecanismo es
la Unica forma de transmision de agentes patdgenos por la que las garrapatas de un hospedero
(Obregon et al., 2020; Polanco y Rios, 2016).

Ixodes sp. es un género que se puede encontrar en regiones que no sobrepasen los
1500 msnm, es responsable de la transmision de Babesia, Borrelia y Ehrlichia. Su escudo no
esta ornamentado, no posee 0jos ni festones, posee un surco anal en forma de arco anterior
al ano. El hipostoma presenta denticion 3/3 con siete pares de pelos o sedas dorsales, ademéas
de pelos suplementarios. Los pedipalpos son fusiformes y los palpos son méas anchos en la
unién del segundo y tercer artejo. Las coxas poseen dos espinas triangulares que nunca son
redondeadas (Mitchel et al., 2016; Nava, 2017).

El género Haemophysalis spp. posee palpos con artejos ensanchados lateralmente,
base del capitulo hexagonal, similar a Rhipicephalus spp. No poseen 0jos ni ornamentacion
en su escudo, pero si poseen festones en el extremo posterior. Su surco anal se encuentro
posterior al ano. H. leporispalustris presenta larvas y ninfas que se alimentan de aves que

anidan en el suelo y de pequefios mamiferos. Las fases adultas parasitan conejos ubicandose
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a nivel de orejas y alrededor de ojos, se han reportado infestaciones raras en gatos (Lopes,
2016).

Rhipicephalus microplus anteriormente clasificadas dentro del género Boophilus
spp., tienen afinidad parasitaria por bovinos y son importantes vectores de agentes
infecciosos como Theileria spp., Babesia spp. y Anaplasma spp. Pueden encontrarse en
latitudes que van de los 0 hasta los 2000 msnm (Obregon et al., 2020; Polanco y Rios, 2016).
Morfoldgicamente se caracterizan por un capitulo hexagonal, la coxa | posee dos espolones
triangulares tan largos como anchos y redondeados que originan una escotadura poco
profunda, mas visible en machos, mientras que las coxas Il y 111 son similares a la coxa | pero
menos marcadas. Los estigmas son de forma ovalada en ambos sexos, es una caracteristica
muy Util para diferenciar a este género, son tipicas de ninfas y adultos (Nava, 2017).

Dermacentor nittens parasita caballos y se relaciona con la infestacion de Babesia sp.
en equinos. Su escudo no posee ornamentacion, es de color cafeé rojizo, siendo en las hembras
de mayor longitud con textura lisa, redondeado posteriormente y ancho a nivel de los ojos.
Las hembras también poseen una estrechez del cuerpo a nivel de placas estigmatales. Los
machos presentan siete festones pequefios no muy bien diferenciados. EI gnatosoma posee
una base rectangular con pedipalpos cortos, moderadamente anchos sin cubrir a los
queliceros ni al hipostoma que a su vez presenta una denticion de cuatro filas a cada lado de
la linea media. En machos los estigmas son ovales con cuatro a diez anillos grandes mas o
menos aislados (Lbpes, 2016).

Amblyoma spp. son garrapatas que no poseen placas adanales. Las ninfas se
caracterizan por su gran tamafio que puede ir de 2.4 hasta 4 mm, por lo que son faciles de
visualizar. Su forma es redondeada cuando estan repletas con una coloracion gris oscura y se
desprender con facilidad (Nava, 2017).

Amblyoma cajenense se ha descrito como un complejo de varias especies siendo las
principales A. mixtum, A, cajennense, A. tonelliae, A. interandinum y A. sculptum. Parasita a
equinos y bovinos principalmente pero también puede encontrarse infestando a otras especies
de animales al igual que seres humanos. Es comdn encontrarla en regiones de baja altitud

sobre el nivel del mar con clima célido. Esta especialmente asociada a la transmisién de
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ehrlichiosis y tularemia. (Acevedo, 2020; Martins et al., 2016; Mitchel et al., 2016; Pesquera
el al., 2015).

Su escudo es subtriangular, mas ancho que largo o de similar de ancho y largo, posee
ornamentacion abundante con una coloracion palida que se extiende por todo el escudo tanto
en machos como en hembras. Las hembras poseen dibujos distribuidos por todo el escudo y
son de coloracion grisacea vacios o repletas. Los machos poseen dibujos en la parte central
del escudo y festones (Nava, 2017).

Por otra parte, en cuanto a los agentes infecciosos transmitidos por garrapatas, su
diagnostico su diagndstico molecular amplifica laregion ITS 25.8S - 28S, ITS 12S, ITS 16S
— 23S de ARN ribosomal (ARNr) y el gen COI, gtlA, sca4, omp A, ompB de ADN nuclear,
utilizando diferentes primers de acuerdo con la especie de interés (Faccini et al., 2017; Lopes,
2016; Martinez et al., 2019; Martins et al., 2016; Miller et al., 2016; Mitchel et al., 2016;
Morales et al., 2015; Pesquera et al., 2015; Rehman et al., 2017).

Los métodos seroldgicos incluyen la deteccion de anticuerpos IgG contra Ehrlichia spp,
Rickettsias y Anaplasma spp. en humanos y distintas especies de animales domésticos
(Faccini et al., 2017; Moraes et al., 2015).

6. Estado del arte

Alvarez et al. (2003) determinaron la distribucion de garrapatas del género
Amblyomma spp. en bovinos y equinos de diferentes regiones de Costa Rica. La especie con
mayor prevalencia identificada en este estudio fue A. cajennense, seguida de otros
especimenes identificados como A. maculatum, A. inornatum y A. oblongoguttatum. Este
estudio hizo un analisis comparativo entre factores ambientales y la abundancia poblacional
de los especimenes en diferentes fincas ganaderas, de esta manera se establecid que regiones
presentaban las mejores caracteristicas ecoldgicas que favorecian la abundancia de garrapatas
de este género y si las diferentes especies presentaban un determinado tropismo por nichos
ecologicos especificos.

Otro estudio desarrollado por Alvarez y Bonilla (2007) establecié el grado de

tropismo de garrapatas A. cajennense por un determinado huésped, utilizando para ello como
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sujetos de experimentacion a equinos y bovinos de San Jose, Costa Rica. Este estudio evaluo
la biologia de las garrapatas, correlacionando la estacion climéatica con los habitos
alimenticios de cada base evolutiva y su ubicacion en el hospedero. Como resultado se
observo una mayor predileccion de garrapatas adultas por equinos mas que por bovinos, de
los que, a su vez, Bos taurus fue el més afectado con respecto a individuos Bos indicus. Las
mayores cargas parasitarias se presentaron durante los meses de temporada lluviosa. Ademas,
se hizo un registro de las regiones corporales mas frecuentadas, siendo la axila el area mas
afectada por bovinos Bos taurus, mientras que la pierna el lugar mas afectado por bovinos
Bos indicus y equinos.

Alvarez et al. (2018) desarroll6 un estudio sobre garrapatas mas frecuentes en
venados cola blanca (Oodocoilus virginianus) de Escuintla, Guatemala, demostrando que los
especimenes mas prevalentes correspondian a Rhipicephalus microplus seguidos de
garrapatas Amblyomma spp. y Dermacentor spp. asociando la presencia de estos
ectoparasitos a la cohabitaciéon de nichos ecoldgicos con ganado bovinos que es
frecuentemente afectado los mismos.

En nuestro pais también se han desarrollado estudios enfocados en el diagndstico de
agentes infecciosos cuyo ciclo bioldgico necesita de la presencia de diferentes especies de
garrapatas, tal es el caso del estudio de Eremeeva et al. (2012) quien reporto la presencia de
infeccion por rickettsias en diferentes regiones de nuestro pais, asociadas a picaduras de
garrapatas del género Amblyomma spp., demostrando que la enfermedad presente en el ser
humano es frecuentemente subdiagnosticada, debido a su similitud con signos clinicos de
infecciones por otras enfermedades infecciosas mas prevalentes en nuestro medio como el

caso de Dengue, Zika, entre otros.
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7. Objetivos generales y especificos

7.1. Objetivo general

Determinar los géneros y especies de garrapatas argasidas e ixodidas y su relacion con
agentes protozoarios y bacterianos causantes de enfermedades presentes en animales

de produccion.

7.2. Objetivos especificos
o ldentificar las especies de garrapatas argasidas e ixddidas presentes en la regién
metropolitana y central de Guatemala.

e Establecer la distribucion geogréfica y nichos ecolégicos de especies de garrapatas
argasidas e ixodidas de la region metropolitana y central de Guatemala.

e Correlacionar la presencia agentes infecciosos de los géneros Babesia spp., y
Anaplasma spp. con especies de garrapatas presentes en la region metropolitana y

central de Guatemala.

Materiales y métodos

8.1. Enfoque de la investigacion

Cuantitativo, identificando agentes vectoriales y agentes parasitarios externos y
hemoparasitos mediante microscopia, e identificando por técnicas moleculares la
presencia de los agentes parasitarios, asi como cuantificando la cantidad de animales

afectados por agentes hemoparasitos segun la region geogréafica estudiada.
8.2. Método

8.2.1. Muestreo de campo

Se hizo un acercamiento con Médicos Veterinarios que realizan clinica de animales
de produccion para permitir el acceso a instalaciones productivas y poder muestrear a

bovinos para establecer si existen infecciones por agentes hemoparasitos y rickettsiales,
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carga ectoparasitaria y conocer las condiciones climéaticas imperantes en el sitio de

muestreo.

Una vez establecidos los contactos con los propietarios que estuvieron dispuestos a
permitir el acceso a sus instalaciones y animales productivos, se procedio a realizar el
muestreo de animales tomando muestras de sangre, colectando especimenes de

garrapatas y tomando parametros ambientales de la unidad productiva.

8.2.2. Identificacidn de especimenes y analisis de laboratorio

Se desarroll6 una planificacion para el diagnéstico de agentes parasitarios en la
Unidad de Parasitologia de la FMVZ y el Laboratorio Regional de Referencia de Sanidad
Animal (LARRSA).

El diagnostico morfologico de garrapatas se realizé por microscopia observando
las caracteristicas morfolégicas diferenciales que permiten la identificacion del
espécimen de acuerdo con la guia de identificacion de especimenes de la Unidad de
Parasitologia, FMVZ — USAC.

La identificacion de especimenes hemoparasitos y rickettsiales se realizd por
microscopia observando la presencia de fases parasitarias caracteristicas en glébulos

rojos.

La identificacion molecular de los especimenes hemoparasitos y rickettsiales ser
realiz6 en LARRSA siguiendo los protocolos descritos por Chaudhry et al. (2010) para
Babesia bigemina y Babesia bovis y Tana et al. (2016) para Anaplasma marginale, con
algunas modificaciones y siguiendo las instrucciones del fabricante del kit diagndstico
utilizado [Thermo Scientific DreamTaq Hot Start Green PCR Méster Mix (2X)].

8.2.3. Recoleccion de informacion

La informacion a nivel de campo sobre pardmetros ambientales se tomd mediante

un termémetro ambiental y los datos fueron almacenados en una hoja de colecta de datos.

10



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

Los datos recabados sobre diagndsticos parasitarios tanto de ectoparasitos como
hemoparasitos fueron recolectados en hojas de control de datos disefiadas para este fin
(Figura 2y 3).

La informacion y datos de unidades productoras por ser de caracter sensible,
quedo en anonimato para proteger la identidad a solicitud de los participantes en el
estudio. Por lo cual unicamente se utilizé una numeracién y georreferenciacion para el

control de informacion.

Los datos recabados del diagnostico molecular se colectar en una hoja de
resultados donde se identifico el nimero de muestra analizada, la identificacion de la
unidad productiva y el resultado como “positivo” o “negativo” a Babesia bovis, B.

bigemina o Anaplasma spp. (Tabla 4).

8.2.4. Técnicas e instrumentos
En el sitio de muestreo se tomaron pardmetros ambientales (Temperatura y
Humedad relativa) para determinar el tipo de ambiente donde prevalecian los agentes
vectoriales (garrapatas) por medio de un termémetro ambiental que registré tanto la

temperatura ambiente como la humedad relativa durante el muestreo.

Se tomé sangre de la vena yugular o vena coccigea media que fueron depositadas
en dos tubos con anticoagulante EDTA de 4 ml los cuales fueron identificados como
“tubo 1” ademas de los datos de identificacion de los animales muestreados y “tubo 2”
conteniendo la misma informacién respectivamente. Las muestras fueron trasladadas
posteriormente al laboratorio en frio por medio de una hielera, contenidas en gradillas

para la correcta sujecion de los tubos.

Las muestras de sangre contenidas en los tubos se separaron en dos grupos, cada
grupo contenia el “tubo 1” y el “tubo 2” de muestras sanguineas colectadas del mismo
animal respectivamente. El grupo de “tubo 1” se almacené a -20°C y se reservo para el
diagnostico molecular. El segundo grupo “tubo 2” fue utilizado para el diagndstico

microscopico de agentes hemoparasitos y rickettsiales.
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Para el diagndstico microscopico de agentes hemoparasitos (Babesia spp. y
Anaplasma spp) se realizaron frotis sanguineos de la sangre contenidas en tubos con
EDTA. El frotis sanguineo se realizé tomando el equivalente a una gota mediana de
sangre y colocando esta sobre una ldmina porta objetos, posteriormente se realizé un
extendido de la muestra tomando otra ld&mina porta objetos para este fin en una
inclinacion de 45°. A continuacion, el extendido fue coloreado con Giemsa y se procedio
a la observacion en microscopio con un aumento de 1000X (inmersion), observando las

fases parasitarias y ricketssiales dentro de globulos rojos.

También se extrajeron por medio de pinzas, especimenes de garrapatas que se
encontraban adheridos a la piel, parasitando a estos animales en diferentes regiones del
cuerpo. Estos fueron depositados en tubos que contenian alcohol al 70% para
preservacion de los especimenes y posterior identificacion. Los tubos fueron
transportados a temperatura ambiente en una gradilla hacia el laboratorio para su

posterior analisis y tipificacion morfoldgica.

La tipificacion morfoldgica de garrapatas se realizd colocando a las garrapatas
en una caja Petri, a continuacion, la caja de Petri fue colocada en un estereoscopio y se
observaron las caracteristicas morfoldgicas diferenciales con un aumento de 40X, de
acuerdo con la guia de identificacion de especimenes de la Unidad de Parasitologia de
la FMVZ-USAC.

Las muestras destinadas para diagndstico molecular fueron elegidas y
distribuidas de acuerdo con el nimero de diagndsticos positivos presentes en cada una
de las explotaciones bajo estudio. De esta manera, siete muestras correspondieron a
explotaciones presentes en el departamento de Guatemala y 32 a explotaciones ubicadas
en el departamento de Escuintla. Todas las muestras elegidas fueron previamente

diagnosticadas como positivas a Babesia spp. 0 Anaplasma spp. por microscopia.

El diagndstico molecular fue desarrollado por personal del Laboratorio Regional
de Referencia de Sanidad Animal (LARRSA) a partir de las muestras de sangre que

fueron almacenadas para este fin, de acuerdo con el protocolo de Chaudhry et al. (2010)
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para Babesia bigemina y B. bovis y Tana et al. (2016) para Anaplasma marginale, con
algunas modificaciones y siguiendo las instrucciones del fabricante del kit diagnostico
utilizado [Thermo Scientific DreamTaqg Hot Start Green PCR Master Mix (2X)].

Los primers utilizados fueron los siguientes:

Babesia bigemina

GAU 5 (Forward) 5'- TGGCGGCGTTTATTAGTTCG- 3
GAU 6 (Reverse) 5- CCACGCTTGAAGCACAGGA- 3
Babesia bovis

GAU9 (Forward) 5- CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3'
GAU 10 (Reverse) 5'- CGCACGGACGGAGACCGA-3
Anaplasma marginale

Ana19A GTGTTCCTGGGGTACTCCTA
Ana 19B TGATCTGGTCAGCCCCAGCT

El protocolo utilizado para la reaccidn de extraccién gendmica fue el siguiente:

=

A 200 pl de muestra congelada sin atemperar se agregaron:
20 pl de Proteinasa K

20 pl de ARNasa A

200 pl de Bufffer Purelink Genomic Digestion

I

o

2. Se incubo agitando suavemente a 55°C por 10 minutos

3. Se hizo vortex réapido y centrifugacién breve para eliminar restos de la tapa del
tubo de extraccion

4. Se atemper0 a temperatura ambiente

5. Seagregaron 200 ul de Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer

6. Se realizo vortex rapido y se centrifugo brevemente para eliminar restos de la
tapa de tubo de extraccion

7. Seincubd a 55°C durante 10 minutos
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8. Agregar 200 pl de etanol 96 — 100%

9. Se realiz6 vortex rapido y se centrifugd brevemente para eliminar restos de la
tapa de tubo de extraccion

10. Se agrego la muestra junto con el tubo colector a una columna de silice y
centrifugacion a 10,000 x g por 1 minuto

11. Se descart6 el tubo colector y se sustituyd por uno nuevo

12. Se agregaron 500 pl de Purelink Genomic Wash Buffer 1

13. Se centrifugd a 10,000 x g por 1 minuto

14. Se descart6 el tubo colecto y se sustituy6 por uno nuevo

15. Se agregaron 500 ul de Purelink Genomic Wash Buffer 2 para centrifugacién a
12,000 x g durante 3 minutos

16. Se descartd el tubo colecto y se sustituy6 por uno nuevo

17. Se coloco la columna de silice en un tubo colector de 1.5 ml

18. Se agregaron 50 pl de Purelink Genomic Elution Buffer

19. Se incubd por 1 minuto a temperatura ambiente, para centrifugacion a 12,000 x
g por 1 minuto

20. Se almacené la muestra a 4°C

El protocolo utilizado para el diagnéstico molecular de Babesia bigémina y Babesia
bovis fue el siguiente:

1. Preparacion de PCR MIX

Se prepar6 17.5 ul de Agua libre de ARNasas, se adicion6 25 ul de Dream Taq Hot Start
Green PCR Master Mix ®2X, 1.25 ul de primer F GAU 5 y R GAU 6 respectivamente para
un volumen total de mezcla para reaccion de PCR de 45 ul.

2. Protocolo para reaccion de PCR

Desnaturalizacion inicial 95°C / 3 minutos, continuando con 40 ciclos que incluyeron
desnaturalizacion a 95°C / 30 segundos, alineamiento a 50°C / 30 segundos, extension a

72°C /1 minuto y una extension final a 72°C / 15 minutos.
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Lectura de Bandas de amplificacion

e Se preparo gel de agarosa al 2% con 1X TAE Buffer
e Seagrego en el primer pocillo del gel 9 ul de escalera
e Seagregd 9 pl de muestra en cada pocillo

e Seejecuto electroforesis a 120V por 45 minutos

e El resultado se observd en un transluminador de UV

e Las bandas positivas presentaron un peso de 1,124 pb de acuerdo con la tabla de
referencia.

e Las muestras negativas no mostraron bandas de amplificacion
El protocolo utilizado para el diagndstico molecular de Anaplasma spp. fue el siguiente:

Preparacion de PCR MIX

Se prepard 17.5 ul de Agua libre de ARNasas, se adiciond 25 ul de Dream Taq
Hot Start Green PCR Master Mix ®2X, 1.25 ul de primer F Anal9A 5y R Anal9B 6

respectivamente para un volumen total de mezcla para reaccion de PCR de 45 ul.

Protocolo para reaccion de PCR

Desnaturalizacion inicial 95°C / 5 minutos seguida de 35 ciclos que incluyeron
desnaturalizacion a 94°C / 45 segundos, alineamiento a 64°C / 30 segundos, extension

a 72°C / 1 minuto, finalizando con una extension final a 72°C / 10 minutos.
Lectura de Bandas de amplificacion

e Se preparo gel de agarosa al 2% con 1X TAE Buffer
e Seagregd en el primer pocillo del gel 9 pl de escalera
e Seagreg6 9 ul de muestra en cada pocillo

e Se ejecuto electroforesis a 120V por 45 minutos

e El resultado se observo en un transluminador de UV
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e Las bandas positivas presentaron un peso de 750 pb de acuerdo con la
tabla de referencia.

e Las muestras negativas no mostraron bandas de amplificacion

8.2.5. Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos de las tablas de colecta de informacion se ingresaron a una base de
datos que varié en su contenido de acuerdo con los objetivos del estudio que
buscaban la tipificacion de agentes parasitarios y rickettsiales e identificacion de

vectores.

La informacion se analizé por medio de un programa estadistico (Open Epi)
para la determinacion de prevalencia de infeccion en la explotacion muestreada y

en la region de estudio y fue interpretada por medio de graficas y tablas.

La informacion sobre temperatura y humedad relativa registrada en una hoja
de colecta de datos fue interpretada por medio de un mapa y comparada con los

datos de localizacion geografica de los especimenes parasitarios.

El diagnostico confirmatorio molecular se realiz6 analizando 39 muestras
positivas a diagnoéstico microscopico que se escogieron de forma equitativa, de
acuerdo con la cantidad de animales muestreados en cada una de las unidades
productivas evaluadas. Las muestras fueron almacenadas a -20°C en el Laboratorio
Regional de Referencia de Salud Animal (LARRSA) y posteriormente fueren
analizadas por PCR para amplificar el genoma de Babesia spp. y Anaplasma spp.
El resultado del diagnostico molecular fue registrado en un cuadro de resultado

indicando las muestras positivas a Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma spp.

9. Resultados y discusion

9.1. Resultados

La toma de parametros ambientales arrojo una temperatura constante segun la

region de nuestro pais que varia entre los 26 a 29°C en la region central de Guatemala
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(Tabla 1). Las unidades productivas muestreadas se ubicaron en regiones de diferente
altitud sobre el nivel del mar, observandose temperaturas menos calidas en regiones
consideras templadas, pertenecientes al departamento de Guatemala. Sin embargo, el
registro minimo de temperatura fue de 20°C para el sitio de muestreo No. 1y 29°C

como maxima temperatura para el sitio de muestreo No. 4 (Figura 4).

En los puntos de muestreo pertenecientes a la costa sur del pais las
temperaturas se presentaron mucho mas calidas con rangos entre los 26°C y 32°C.
Estos datos combinados con los datos de humedad muestran que la regidn central de
Guatemala donde se desarrolld el presente estudio posee una humedad ambiente
bastante alta que va del 43% en el punto de muestreo 6 en el departamento de
Guatemala a el 72% para la costa sur e incluso 80% dentro de la misma zona del
departamento de Guatemala. Ambas condiciones favorecen el desarrollo de agentes

vectores de piroplasmosis y anaplasmosis.

Del total de garrapatas colectadas (91 garrapatas), 71 correspondian al género
Rhipicephalus spp. (78%), mientras que Unicamente 20 (22%) correspondian al
género Dermacentor spp. (Tabla 2). El total de unidades productivas del
departamento de Guatemala presentaron infestaciones por garrapatas del género
Rhipicephalus microplus (Figura 5 y 6), mientras que las unidades muestreadas en el
departamento de Escuintla presentaron animales infestados con garrapatas

Rhipicephalus microplus y Dermacentor nittens (Tabla 2).

Los resultados obtenidos por frote sanguineo (Tabla 3), arrojaron 65% de
prevalencia para Babesia spp., y del 27% para Anaplasma spp. (Figura 7). Si estos
datos se separan por departamento, se observa que en el departamento de Guatemala
las muestras observadas por frote sanguineo no arrojaron resultados positivos para
Anaplasma spp., sin embargo, para Babesia spp., la prevalencia fue de un 59%. El
otro departamento de donde se obtuvieron resultados fue Escuintla, donde la

prevalencia de Babesia spp. fue de 66%, y 32% de Anaplasma spp..
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El diagndstico molecular de Babesia spp. confirmé la pressencia de Babesia
bovis y Babesia bigemina (Figura 8 y 9), afectando a los bovinos sujetos de estudio,
siendo positivos a B. bovis 20 de las 39 muestras sanguineas analizadas, y B. bigémina
16 de 39 muestras. La identificacion de Anaplasma spp. se hizo en 31 de las 39
muestras analizadas (Figura 10). Los resultados demostraron que 5 de las 7 muestras
analizadas, del departamento de Guatemala, dieron positivo a presencia de
Anaplasma spp. De igual manera, las muestras analizadas de las unidades productivas
ubicadas en Escuintla mostraron presencia de Anaplasma spp. en 26 de 32 muestras
analizadas. Se observo infecciones mixtas por Babesia bovis y Babesia bigemina en
10 muestras. Mientras que 9 muestras analizadas demostraron infecciones

combinadas de Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma spp.

9.2. Discusién

Los resultados de los parametros ambientales de temperatura y humedad
mostraron que las condiciones climéticas en las unidades productivas muestreadas
tienen a tener un clima calido de tipo tropical, segun Garcia (2004) la clasificacion
de Képpen modificada para climas subtropicales; coloca a las condiciones climaticas
descritas en el departamento de Guatemala como climas calidos y humedos, mientras
que las temperaturas de la region sur de Guatemala corresponden a climas muy
calidos que son aquellos que sobrepasan los 28°C, teniendo temporadas de lluvias

copiosas que aumentan la humedad relativa ambiente.

Estas condiciones climéticas originan los factores propicios para el desarrollo
de ectoparasitos como las garrapatas ixodidas que son vectores importantes de
agentes patdégenos como Babesia spp. y Anaplasma spp. El factor climéatico puede
resultar ser el desencadenante de otros elementos que favorecen el desarrollo y
colonizacidn de garrapatas en nuevas regiones geogréaficas y acentian su presencia en
regiones endémicas. EI aumento de temperatura favorece el rapido desarrollo de las
garrapatas lo que a su vez aumenta la frecuencia de alimentacion de estos organismos

(Sanchez et al., 2020). Condiciones de manejo de potreros, disponibilidad de alimento
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y estrés climatico originan que los animales de produccion sean mas susceptibles a la
colonizacién de ectoparasitos y en forma indirecta a la infeccion de agentes
hemoparasitos y rickettsiales como Babesia spp. y Anaplasma spp. (Benavides et al.,
2016).

Esta relacion entre el factor climéatico y la persistencia de agentes ixodidos
queda demostrado con la colecta de especimenes de garrapatas que fue una constante
en todas las unidades productivas a las que se tuvo acceso, tomando en cuenta que,
en todas, la temperatura y humedad relativa altas favorecen su desarrollo, tal como lo
demostré Pulido et al. (2015).

Se sabe que Riphicephalus microplus es una de las garrapatas mas exitosas en
su capacidad de reproduccion y adaptacion a condiciones climéticas, asi como en
desarrollo de resistencias a productos ixodicidas (Chevillon et al., 2012). Esta
adaptabilidad les hace capaces de perdurar en condiciones de temperatura y humedad
variables a sus diferentes fases evolutivas en ambientes definidos, conocidos como
focos naturales de infeccion. Los focos naturales de infeccion en el caso de R.
microplus corresponden a zonas tanto tropicales como subtropicales pudiendo
sobrevivir por mucho tiempo sin alimento en condiciones con baja temperatura, caso
contrario ocurre en zonas calidas tropicales donde la incubacion de huevos es corta y
su metabolismo en fases larvarias, ninfas y adultos es muy activo, lo que origina serios
problemas econémicos para explotaciones ganaderas (Garcia et al., 2019).

Las garrapatas del género Dermacentor spp., es importante mencionar que, al
ser una garrapata de tres hospederos, su ciclo depende de la disponibilidad de ciertos
huéspedes especificos como los equinos para poder prevalecer en una zona o foco
natural de infeccion. La infeccidn por estos especimenes en ganado bovino puede
darse en ausencia de hospederos favorables, 0 en caso que las cargas parasitarias tanto
en el terreno como en huéspedes favorables sea demasiado alta, debiendo adaptarse
al parasitismo de otros animales presentes en su nicho ecoldgico, lo que no lo descarta
de hallazgos como el presente caso en bovinos u otros rumiantes, incluso en perros o
seres humanos (Atif, 2016; Estrada, 2015).
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Tanto R. microplus como Dermecentor spp., son agentes vectoriales que han
sido involucrados en la transmision de Babesia spp. y Anaplasma spp. Estudios
anteriores hechos en el norte de Guatemala confirmaron que la prevalencia de estos
agentes es bastante alta tanto en bovinos como equinos (Teglas et al., 2005), y no se
circunscribe a regiones determinadas, si no que se encuentran distribuidos
ampliamente infectando a animales de otras regiones del pais, como se confirma con
los resultados obtenidos por frote sanguineo y biologia molecular del presente estudio
en una porcién de la region central y sur de Guatemala.

Los estudios enfocados a establecer la prevalencia de piroplasmosis y
anaplasmosis en nuestro pais son escasos Yy las fuentes no publicadas son de escaso
valor estadistico como para reflejar una condicion real y evolucién de la enfermedad
en afios anteriores, entre estos estudios desarrollados en el pasado, destaca el
desarrollado en la costa sur de Guatemala (van Andel et al., 1997) que muestra rangos
similares de prevalencia de infecciones por estos agentes patdgenos que van entre 50
a 60% de prevalencia tanto de Babesia spp. como Anaplasma spp., resultados
similares a los presentados en este estudio.

La prevalencia constante de la enfermedad, en esta region, puede explicarse
por un equilibrio ya existente entre agentes patogenos, medio ambiente y huéspedes,
conocido como estabilidad endémica (Bock et al., 2004), en el cual la enfermedad se
puede establecer como un proceso subclinico por la constante circulacion del agente
patdégeno entre las poblaciones de animales expuestos a los vectores en un medio
ambiente con caracteristicas climaticas poco variables durante largos periodos como
es el clima tropical de la costa sur de Guatemala que posee estaciones climaticas bien
marcadas y establecidas.

En el caso del departamento de Guatemala, no se logré diagnosticar
Anaplasma spp. por frotis sanguineo, sin embargo, los resultados confirmatorios por
biologia molecular indicaron que este agente patdgeno si se encuentra presente en las
explotaciones de esta zona del pais, la razon por la cual podria haberse obviado el
diagnostico de Anaplasma spp. en frotis sanguineos se debe a que este metodo posee
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sensibilidad y especificidad dependientes del investigador, se debe tomar en cuenta
que la identificacion de estos agentes puede ser muy subjetiva y pasarse por alto
debido a las caracteristicas de tamafio y morfologia muchas veces dificiles de
determinar cuando la carga parasitaria es muy baja.

Los resultados observados nos permiten actualizar la informacion sobre los
agentes patdgenos que afectan a animales productivos de la region central de nuestro
pais, donde las condiciones ecosistémicas asociadas al clima favorecen cada vez mas
la diseminacién de vectores y el establecimiento de infecciones endémicas en los
hatos ganaderos de nuestro pais con infecciones subclinicas originadas por el
fendmeno de estabilidad enzodtica, provocando que Babesia spp. y Anaplasma spp
pasen desapercibidos, tal como lo hacen notar Polanco y Rios (2016). Este fenémeno
origina que los casos diagnosticados suelan ser Unicamente los asociados a
infecciones agudas que requieren la atencion de un medico veterinario, siendo
realizados por medio de microscopia.

El uso de técnicas moleculares como el PCR permite ademas una identificacion
mas precisa de los diagnosticos parasitolégicos en infecciones subclinicas, en apoyo
a las técnicas de microscopia, al demostrar que posee una mayor sensibilidad y
especificidad, por lo que la implementacion de esta técnica en el LARRSA, viene a
ser una herramienta muy util para continuar con los estudios diagnosticos
encaminados a la obtencién de informacion epidemiolégica mas certera sobre el
comportamiento estacional y distribucion de la enfermedad en otras regiones de
Guatemala, tal como lo indican otros estudios donde la implementacion de técnicas
de diagndstico molecular ha sido una contribucion de importancia para apoyar el
control de enfermedades parasitarias y rickettsiales (Chauhdry et al., 2010).

En conclusion, la mayor frecuencia de garrapatas encontradas en bovinos de las
unidades productivas muestreadas fue R. microplus, confirmando que se encuentran
distribuidas extensamente en la regién central de Guatemala, favorecidas por las
condiciones cada vez mas tropicales de nuestra region. Otras especies diagnosticada

fue D. nittens, que a pesar de no ser un parasito frecuente de bovinos es muy probable
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que su presencia se deba a escasez de huéspedes naturales, que son equinos, o bien a
excesiva carga parasitaria en la unidad productiva muestreada.

Se estableci6 que R. microplus sigue siendo un agente ectoparasito de
importancia con extension a regiones templadas de nuestro pais, posiblemente
asociado a los cambios ambientales en humedad y temperatura actualmente mas
tropicales en regiones anteriormente consideradas como zonas templadas de la region
central de Guatemala.

Las unidades productivas muestreadas también se encuentran notoriamente
afectadas por la presencia de agentes parasitarios protozoarios como Babesia spp. y
bacterias rickettsiales como Anaplasma spp., lo cual influye negativamente en el buen
desempefio productivo de estos animales, conllevando pérdidas econdémicas por
gastos médicos y manejo enfocados a prevenir y tratar las enfermedades originas por
los agentes diagnosticados. Con este estudio se logré establecer de forma mas certera
que tanto Babesia bigemina como Babesia bovis se encuentran afectando a las
unidades productivas de la region central de Guatemala, mientras que Anaplasma
también se encuentra distribuido ampliamente y provocando infecciones. La
secuenciacion genética de Anaplasma spp. no pudo desarrollarse en el presente
estudio, pero sera fundamental en estudios futuros para determinar las especies
presentes en nuestro medio.

La confirmacion de la presencia de Babesia bovis y Babesia bigemina, asi como
Anaplasma spp. en los animales que también se encuentran parasitados por garrapatas
R. microplus y D. nittens, puede ser un referente para comprender la dinamica de
transmision de piroplasmosis y anaplasmosis en los animales productivos
muestreados, sin embargo, la muestra no logra ser representativa para poder
desarrollar un estudio de correlacion y establecer una asociacion fiable entre la
presencia de hemoparéasitos y su agente transmisor, sin embargo resulta interesante
observar que la mayor presencia de casos confirmados de anaplasmosis se dieron en
la explotacion con carga parasitaria por Dermacentor nittens. Se recomienda en el

futuro hacer estudios para confirmar esta posible asociacion.
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11. Apéndice

Figura 1. Regiones de Guatemala. Resaltan las regiones | y V donde se desarrollé el

presente estudio. Imagen referencia tomado de (PDH Guatemala, 2020).
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Figura 5. Rhipicephalus microplus. Vista dorsal. Escudo sin ornamentacién con 0jos.
Hipostoma y palpos cortos.
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S, |

Figura 6. Rhipicephalus microplus. Vista ventral. Primera coxa bifida. Espiraculos
respiratorios circulares

.

Figura 7. Anaplasma spp. y Babesia spp. Diagnéstico microscopico por frotis sanguineo.
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Figura 8. Amplificacion de fragmento de ARNr. Region A. 541 pb. Babesia bovis.

Figura 9. Amplificacion de fragmento de ARNr. Region A. 1024 pb. Babesia bigemina.

33



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccidén General de Investigacién —DIGI-

Figura 10. Amplificacion de Gen 16S de ARNTr. 750 pb. Anaplasma spp.

Tabla 1

Datos de medicion ambiental y georreferenciacion de unidades productivas

Fecha No. De Ubicacion  Temperatura Humedad

Finca ambiente relativa

16-abr 1 14°21'46"N 26°C 69%
90°44'08"0

20-abr 2 14°27'27"N 28°C 60%
90°30'28"0

24-abr 3 14°08'07"N 32°C 72%
90°53'14"0

10-may 2 14°27'27"N 25°C 75%
90°3028"0

21-may 4 14°33'25"N 29°C 80%
90°22'06"0

10-jul 5 14°12'01"N 26°C 62%
91°26'33"0

22-jul 6 14°28'50"N 21°C 80%
90°58'33"0
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24-jul 7 14°4322"N 20°C 43%
90°27'48"0

21-ago 8 13°59'11"N 27°C 60%
90°53'51"0

21-ago 9 13°5720"N 31°C 63%
90°51'43"0

Tabla 2

Diagnostico de especies de garrapatas colectadas por unidad productiva

Ndimero Rhipicephalus sp. | Dermacentor sp. Numero de
de unidad Especimenes
productiva colectados

1 20 0 20
2 15 0 15
3 10 0 10
4 10 0 10
5 10 0 10
6 6 0 6
7 0 10 10
8 0 10 10
TOTAL 71 20 91
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Tabla 3
Diagnosticos microscdpicos positivos a Babesia spp. y Anaplasma spp. segun unidad

productiva muestreada

Numero | Babesia sp. | Anaplasma sp. Total de
de unidad muestras
productiva obtenidas

1 3 0 15
2 4 0 10
3 3 0 3
4 4 0 5
5 5 5 5
6 8 0 12
7 37 20 45
8 45 20 72
TOTAL 109 45 167

Tabla 4

Diagndstico por PCR de acuerdo con cada unidad productiva muestreada

No. de Unidad | Muestras Babesia Babesia Anaplasma
Productiva analizadas bovis bigemina spp.
1 1 1 1 1
2 2 0 1 2
3 1 0 0 1
4 2 1 2 0
5 2 2 2 2
6 3 2 2 3
7 13 9 6 11
8 15 5 2 11
TOTAL 39 20 16 31
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12.

13.

14.

Aspectos éticos y legales

El presente proyecto no requirié de una aprobacién por comité de bioética, debido a que
no se realizaron procedimientos invasivos que provoguen dafio a los animales sujetos de
estudio. Sin embargo, se respeto en todo momento la integridad de los animales sujetos
de estudio al momento de realizar la toma de muestras correspondiente, bajo el principio
de las tres “R” del bienestar animal, donde al no poder reemplazar los sujetos de estudio
a un procedimiento in vitro, por tratarse de un estudio de campo, se redujo la cantidad de
animales utilizados a la muestra minima que nos permitiese obtener una muestra
representativa del sitio muestreado, de manera que no se afecte el bienestar y la calidad
de vida del hato, y utilizando la técnica apropiada de toma de muestras, minimizando el
riesgo de dafio sobre animales de acuerdo a su constitucion fisica y estado de salud,

evitando alterarlos en todo momento.

Vinculacion

Se realiz6 un trabajo conjunto entre los laboratorios de la Unidad de Parasitologia de la
FMVZ -USAC, donde se realiz6 el diagnostico microscopico de Babesia spp. Y
Anaplasma spp. y el Laboratorio de Referencia Regional de Sanidad Animal (LARRSA),
que es un laboratorio certificado bajo la norma ISO/IEC1702572017 para validacién de
los resultados de laboratorio, donde se incluye el diagnéstico molecular por PCR de
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma spp. Este procedimiento ha quedado
implementado y estandarizado para futuros proyectos de investigacién que busquen el
diagndstico de estos agentes patdgenos en animales de produccién de otras regiones de

nuestro pais y los demas paises de la regidn centroamericana.

Estrategia de difusion, divulgacion y proteccién intelectual

Se ha solicitado la publicacion de los resultados del presente estudio en la revista

“Ciencia, Tecnologia y Salud” de la DIGI y Posgrado de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.
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15. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

Este proyecto de investigacion permitira tener una vision actualizada de la situacion
actual del diagnostico de Babesia bovis y Babesia bigemina, asi como de bacterias
rickettsiales como Anaplasma spp., que afectan a los hatos productivos en Guatemala, es un
primer paso para el desarrollo de estudios epidemioldgicos més amplios y completos
enfocados en conocer mejor la distribucion de las enfermedades causadas por los agentes
patdgenos antes mencionados.

La presencia de Piroplasmosis y Anaplasmosis provoca serios problemas al desarrollo
de animales domeésticos, en el caso de los bovinos, que son una fuente importante de alimento
de origen proteico para la poblacion guatemalteca. Conocer el comportamiento de agentes
infecciosos como ectoparésitos asociado al clima y su distribucion geografica sera un aporte
que mostrara como se encuentra actualmente la salud de los animales domésticos que son
una fuente importante de desarrollo econdémico para pequefios y medianos productores, la
informacidn generada es un primer paso para promover estrategias de control de estas
infecciones asi como la presencia de organismos ectoparasitos como las garrapatas que
actlan como sus vectores y a la vez consumen recursos nutritivos del animal al ingerir su
sangre, permitird mejorar la calidad de productos derivados del consumo de productos de
origen animal y la rentabilidad de los mismos, sobre todo en casos donde la subsistencia de

la poblacion depende muchas veces de una pequefia cantidad de animales.

16. Orden de pago final

Categoria Registrode | Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
Jauxiliar) (Si / No) /
Juan Fernando Sanchez Auxiliar de 7”}
Agreda investigacion Il | 2019142 Si =
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Luis Felipe Choc Martinez Coordinador 20091238 Si SR
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17. Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo
de los proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion,
articulos 13 y 20, deja constancia que el personal contratado para el proyecto de
investigacion que coordina ha cumplido a satisfaccion con la entrega de informes
individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago correspondiente.

Luis Felipe Choc Martinez o

Nombre del coordinador del proyecto de investigacion Firma

Fecha: dd/mm/afio

18. Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o

Coordinador de investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos
de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion se avala este informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto Distribucién geografica de garrapatas
(Superfamilia Ixodoidea) y agentes infecciosos protozoos y bacterias rickettsiales asociados en
animales de produccién en mi calidad de director del Instituto de Investigacion en Ciencia
Animal y Ecosalud, mismo que ha sido revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo
planificado.

Vo.Bo. Juan Carlos Valdez

Director del Instituto de Investigacion en Ciencia Firma
Animal y Ecosalud

Fecha: 29/04/2022
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19. Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Nombre Coordinador(a) del Programa

Universitario de Investigacion
Interdisciplinaria en Salud

Fecha: 29/04/2022

VVo.Bo. Nombre Coordinador General de
Programas Universitarios de Investigacion

Fecha: 29/04/2022
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