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PREFÁCIO

O volume IV da edição “Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, 

Avanços e Possibilidades” disponibiliza ao leitor informação científica avançada 

de caráter fundamentalmente aplicado. O livro está organizado em sete capítulos 

que focam essencialmente em conhecimento avançado em ciências biomédicas, 

neurociências, parasitologia, saúde animal e em processos avançados e sustentáveis 

de produção alimentar.

Manuel Simões

https://orcid.org/0000-0002-3355-4398
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 CAPÍTULO 4

PRESENCIA DE ANAPLASMA MARGINALE Y BABESIA SPP. 
EN HAEMATOBIA IRRITANS COLECTADAS 

EN NUEVO LEÓN

Data de submissão: 15/09/2024
Data de aceite: 02/10/2024

José Pablo Villarreal Villarreal  
Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León

 Laboratorio Multidisciplinario
 de Investigación

General Escobedo, Nuevo León, México 
https://orcid.org/0000-0002-6236-1173

Pilar Elizabeth Rincón González  
Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León

 Laboratorio Multidisciplinario
de Investigación

General Escobedo, Nuevo León, México 

Jesús Jaime Hernández Escareño  
Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León

 Laboratorio de Microbiología
 General Escobedo, Nuevo León, México 
https://orcid.org/0000-0003-1675-2082

RESUMEN: La mosca de los cuernos 
Haematobia irritans, tiene un gran impacto 

económico en la ganadería nacional y juega un 
papel importante en la transmisión mecánica 
de hemoparásitos. Los antecedentes que se 
tienen de la presencia de Anaplasma marginale 
y Babesia spp., en esta mosca son escasos. 
El objetivo de este trabajo fue determinar la 
presencia de estos patógenos en diferentes 
poblaciones de H. irritans en bovinos de carne 
del estado de Nuevo León. Se colectó un 
total de 170 moscas H. irritans adultas y de 
sexo indiferente con una red entomológica, 
distribuidas en cinco poblaciones, una por 
cada municipio. Se obtuvieron las muestras de 
ADN mediante el método de fenol cloroformo 
y se elaboraron pools de 15 µL cada uno a 
partir de cinco muestras distintas, dando 
siete pools por rancho para el municipio de 
Linares, siete para Montemorelos, siete para 
General Bravo, cinco para Marín y ocho para 
Dr. Coss. Posteriormente, fueron procesadas 
mediante PCR (Reacción en Cadena de la 
Polimerasa) para la detección de A. marginale 
y Babesia spp. Para Babesia spp., de las 
siete muestras procesadas del rancho del 
municipio de Linares, cuatro amplificaron 
(positivas), mientras que para Montemorelos 
de siete muestras solo una resultó positiva. 
En tanto para los municipios de Dr. Coss, 
Marín y General Bravo, de cuatro, cinco y siete 
muestras respectivamente, todas resultaron 
positivas. Para A. marginale únicamente se 
obtuvieron resultados positivos en el municipio 
de Marín. Cabe destacar la presencia de 
Babesia spp., en las poblaciones colectadas 
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de H. irritans, pudiendo jugar un papel importante en la diseminación de la babesiosis 
bovina en el estado de Nuevo León.
PALABRAS CLAVE: ADN. PCR. Fenol cloroformo. 

PRESENCE OF ANAPLASMA MARGINALE AND BABESIA SPP. IN HAEMATOBIA 

IRRITANS COLLECTED IN NUEVO LEÓN

ABSTRACT: The horn fly Haematobia irritans, has a high economic impact in national 
livestock and plays an important role in the mechanical transmission of hemoparasites. 
Now a day, the studies about the presence of Anaplasma marginale and Babesia spp., in 
this fly are scarce. The aim of this study was to determine the presence of these pathogens 
in different populations of H. irritans from beef cattle of the state of Nuevo León. A total 
of 170 adult flies of indifferent sex were collected with an entomological net, distributed 
in five populations, one per city council. The DNA was obtained by the phenol chloroform 
technique, pools of 15 µL were made, each pool from five different samples, giving a total 
of seven pools from the city council of Linares, seven from Montemorelos, seven from 
General Bravo, five from Marín, and eight from Dr. Coss. Each pool was processed by PCR 
(Polymerase Chain Reaction) to detect A. marginale and Babesia spp. For Babesia spp., 
of the seven samples processed from Linares, four were amplified (positives), meanwhile 
from the seven samples of Montemorelos, just one was amplified. All the samples of Dr. 
Coss, Marín, and General Bravo resulted in positives. Regarding A. marginale, only the city 
council of Marín had positive results. It’s important to highlight the presence of Babesia 
spp., in the H. irritans collected populations, where it could be playing an important role in 
the dissemination of bovine babesiosis in the state of Nuevo León. 
KEYWORDS: DNA. PCR and Phenol chloroform.

1 INTRODUCCIÓN

Las moscas son insectos que están clasificados dentro del orden de los dípteros 

(OMS, 1962). En la familia muscidae, se encuentra la especie Haematobia irritans, también 

llamada mosca de los cuernos de gran importancia económica dentro de la pecuaria 

(Coto, 1998). Esto se debe al estrés que causa sobre el animal, reflejado en una baja 

producción de leche o carne según sea su propósito (Byfort et al.,1992). Alcanzando por 

año los 730 millones de dólares en Estados Unidos (Mancebo, 2001) y hasta un billón de 

dólares en toda América (Fuentes et al., 2016).

En México las infestaciones de esta especie varían de acuerdo con las 

condiciones climáticas (Alonso et al, 2007). Alcanzando infestaciones superiores a 200 

especímenes por animales (Almazán et al., 2001), lo que resulta en pérdidas económicas 

anuales superiores a los 231 millones de dólares a nivel nacional (Rodriguez et al., 2017)

Debido a su hematofagia H. irritans juega un papel en la transmisión mecánica 

de hemoparásitos (Bautista et al., 2018). Actualmente existen pocos estudios sobre la 

tasa de infección de Anaplasma marginale y Babesia spp., en esta especie, ya que se le 
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da mas crédito a la garrapata como principal vector de ambos patógenos. Es importante 

mencionar que tanto A. marginale como Babesia spp. son de suma importancia en el 

sector agropecuario, ya que ambas causan pérdidas económicas de hasta poco más de 

10 billones de dólares a nivel mundial (Bautista et al., 2018; Lew-Tabor et al., 2016). 

Por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de A. 

marginale y Babesia spp en dichas moscas.

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

El trabajo fue desarrollado en los laboratorios de Microbiología, Genética, 

Virología y Una Sola Salud de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León.

2.1 SITIO DE MUESTREO 

Para la realización de este estudio, se colectaron poblaciones de moscas H. 

irritans presentes en ranchos de productores de bovinos de carne, ubicados en cuatro 

municipios del estado de Nuevo León; un rancho en Montemorelos, uno en General Bravo, 

uno en Linares y uno en Marín.

2.2 COLECTA DE ESPECÍMENES Y TAMAÑO DE MUESTRA 

El tamaño de muestra se calculó mediante la plataforma WinEpi.net, considerando 

un nivel de confianza del 95%, en una población desconocida con una prevalencia mínima 

esperada del 50%.

La recolección de especímenes se realizó por la mañana y en horas de la tarde, 

aprovechando los hábitos alimenticios, colectando directamente del cuerpo del animal 

con apoyo de una red entomológica, específicamente sobre las zonas: dorsal, ventral y 

en las extremidades. En cada uno se los ranchos fueron colectados H. irritans adultas de 

sexo indistinto; 35 especímenes de Linares, 35 de Montemorelos, 35 de General Bravo 

y 25 de Marín, dando un total de 130 moscas. Una vez colectadas se transportaron en 

frascos con etanol al 70% previamente rotulados para su posterior identificación. 

2.3 IDENTIFICACIÓN DE MOSCAS

Las moscas colectadas, se identificaron de acuerdo con las características 

morfológicas descritas por Harwood y James, (1987). Esto se realizó, mediante su 

observación bajo un estereoscopio Carl Zeiss™ Stemi™ DV4 en el laboratorio de Una 

Sola Salud de la FMVZ-U.A.N.L
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Figura 1. Fase adulta H. irritans.

2.4. EXTRACCIÓN DEL ADN (ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)

Se realizó en el laboratorio de Microbiología de la FMVZ-U.A.N.L. La extracción 

se llevó a cabo de manera individual por espécimen. Las muestras se maceraron 

en un mortero estéril, con 500 μL de buffer de lisis. El material obtenido de esta 

maceración se colocó en un tubo Eppendorf y se incubó en un Termoblock (AccuBlock 

Labnet International Inc.) a 65°C durante una hora, homogenizando la muestra cada 

15 minutos en un vortex (VX-100 Lab Vortex Mixer Labnet International Inc.), después 

se le añadieron 500 μL de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamílico (49.5:49.5:1) y 

posteriormente se colocaron en una centrifuga (Centrifuge 5430 Eppendorf) a 14,000 

rpm por 15 min. El sobrenadante resultante, se colocó en un tubo Eppendorf nuevo, se 

realizaron dos lavados con 500 μL de alcohol isoamílico (27:1) y se centrifugó durante 

10 min a 14,000 rpm, recogiendo nuevamente el sobrenadante resultante, al cual se 

le agregaron 65 μL de Acetato de sodio (NaOAC) y 75 μL de Cloruro de sodio (NaCl), 

se agitó suavemente por inversión y posteriormente se mantuvo la muestra a -20°C 

durante 24 horas. Trascurrido este tiempo, se centrifugó de nuevo durante 10 min a 

14,000 rpm, se recogió el sobrenadante en un tubo nuevo, al cual se le añadieron 270 μL 

de isopropanol y se dejó por 10 min a -20°C, finalizado este tiempo, las muestras fueron 

centrifugadas una vez más a 14,000 rpm, eliminando nuevamente el sobrenadante 

por decantación y resuspendiendo el pellet en 500 μL de etanol al 80%, se centrifugó 

nuevamente por 5 min a 14,000 rpm, repitiendo la decantación y finalmente se incubó 

a 37°C, secando completamente el etanol. Una vez seco, se agregaron 20 μL de buffer 

TE para la conservación del ADN a -20°C.
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2.5 ELABORACIÓN DE POOLS 

Obtenidas las muestras de ADN, se elaboraron pools de 15 µL, cada uno a partir 

de cinco moscas (3 µL por mosca), dando un total de siete pools para el municipio de 

Linares, siete para el de Montemorelos, siete para el de General Bravo y cinco para el 

de Marín.

2.6 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las muestras de ADN, se amplificaron por PCR punto final, en un volumen de 

reacción final de 10 µL para A. marginale y Babesia spp (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes de la reacción de PCR.

Componentes Volumen

Máster Mix 5 µL

Primer F 0.5 µL

Primer R 0.5 µL

H2O 3 µL

ADN 1.0 µL

Volumen Final 10 µL

Los primers utilizados para A. marginale, son los reportados por Bilgic y 

colaboradores (2013), que amplifican el gen de la Proteína de Superficie Principal (MSP1) 

a 265 pb y para Babesia spp., se diseñaron primers para el gen 18 S ribosomal, que 

amplifican a 220 pb (Tabla 2).

Tabla 2. Primers utilizados para las amplificaciones.

Primers Secuencia de nucleótidos (5’-3’) Fragmento

                        A. marginale

Anaplasma F GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 265 pb

Anaplasma R CTGCTTGGGAGAATGCACCT

                         Babesia spp

BB1 GGTAACGGGGAATTAGGGTTCGAT 220 pb

BB2 CGCTATTGGAGCTGGAATTACCG

El proceso de amplificación se llevó a cabo en un termociclador T100 (Thermal 

Cycler Bio-Rad), bajo el protocolo descrito en la Tabla 3 para A. marginale, utilizando 

como control positivo una cepa proporcionada por el Dr. Sergio D. Rodríguez, coordinador 

de la Unidad de Anaplasmosis (CENID-PAVET, INIFAP) y para Babesia spp., se utilizó 
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el protocolo de amplificación descrito en la misma tabla, utilizando un control positivo 

de una cepa proporcionada por el Dr. Jaime Hernández Escareño del Laboratorio de 

Microbiología de la FMVZ-UANL.

Tabla 3. Protocolos de amplificación para A. marginale y Babesia spp.

Condiciones de PCR para A. marginale.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalización inicial 94°C 1 min 1 ciclo inicial

Desnaturalización 95°C
1 min 30 ciclosAlineamiento 53°C

Extensión 72°C

Extensión final 72°C 10 min 1 ciclo final

Condiciones de PCR para Babesia spp.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalización inicial 94°C 1 min 1 ciclo inicial

Desnaturalización 94°C
1 min 30 ciclos

Alineamiento 58.2°C

Extensión 72°C

Extensión final 72°C 10 min 1 ciclo final

2.7 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

Los fragmentos amplificados, se visualizaron por electroforesis en un gel de 

agarosa al 1.5% en Tampón TBE (Tris-Borato EDTA) (0.09 M Tris, 0:09 M ácido Bórico y 

2 MM de EDTA, pH 8.3) a 90 voltios, usando “GelRedTM Nuleic Acid Gel Stain”, en agua, 

bajo irradiación de UV en el Axygen® Gel Documentation Systems.

3 RESULTADOS

Los datos de presencia/ausencia de microrganismos, fueron presentados 

mediante porcentajes de frecuencia (Tabla 4)

Tabla 4. Resultados de las frecuencias de Babesia spp., y A. marginale.

Población

A. marginale Babesia

Positivos

%    TM

Positivo

%    TM

Linares 0     (0/7) 29  (2/7)
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Montemorelos 0     (0/7) 14    (1/7)

Gral. Bravo 0    (0/7) 100  (7/7)

Marín 40   (2/5) 100  (5/5)

TM: Tamaño de muestra.

Figura 2. Gel correspondiente a las PCR de Babesia spp. y A. marginale.

La primera imagen, corresponde al municipio de Linares para la detección de 

Babesia spp., el primer carril concierne al marcador de peso molecular, el carril 2 al 

control positivo y los carriles 5, 6 y 7 a tres muestras positivas, siendo estas la 3,4 y 5. La 

segunda imagen corresponde al municipio de Marín, para la detección de A. marginale, el 

primer carril pertenece al marcador del peso molecular, el carril 2 al control positivo y los 

carriles 3 y 7 a dos muestras positivas, siendo estas la 1 y 5. En ambos casos el carril 10 

corresponde al control negativo.

4 DISCUSIÓN

De acuerdo con los resultados mostrados en este estudio (Tabla 4), se puede 

observar la presencia de Babesia spp. en las poblaciones de mosca estudiadas de Linares 

y Montemorelos con un 29% y 14% respectivamente, similares a los encontrados en el 

estudio realizado por Ferreira et al., en 2019, donde demostraron la presencia de Babesia 

bovis en dos poblaciones de moscas H. irritans en la región de la amazona oriental en 

Brazil, con un 9.3% (22/366) de muestras positivas.

Por otro lado, las poblaciones de General Bravo y Marín presentaron un 100% de 

positividad.
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Es importante mencionar que, al momento de la colecta de las diferentes 

poblaciones, el rancho de Montemorelos contaba con muy poca infestación de 

garrapata, mientras que los ranchos de Linares, Marín y General Bravo, presentaban altas 

infestaciones, además de que contaban con un historial de presencia de babesiosis, lo 

que puede indicar una relación en la presencia de Babesia spp., en la mosca, debido a su 

hematofagia en bovinos infestados por garrapata y poder actuar como vector mecánico 

de dicho patógeno, sin embargo, no existen estudios de la detección de Babesia spp., en 

moscas H. irritans en México, siendo este el primer estudio en determinar la presencia de 

este hemoparásito en esta mosca a nivel nacional

En la detección de Anaplasma marginale (Tabla 4), solo la población del municipio 

de Marín resultó positiva con un 40% (2/5). En el mismo estudio realizado por Ferreira et 

al., en 2019, se reportó un 11.4% (27/236) de moscas positivas a A. marginale. En México, 

solo existe un reporte de A. marginale en moscas hematófagas, específicamente en la 

especie S. calcitrans (mosca de los establos) siendo este en Aguascalientes, donde se 

reporta un 16.66% de moscas positivas (Bautista et al., 2018).

5 CONCLUSIÓN 

En todas las poblaciones analizadas de H. irritans, se ve una mayor tasa de 

infección en la frecuencia con Babesia spp., en comparación con A. marginale. En base 

a lo anterior, es importante llevar a cabo una adecuada aplicación de tratamientos para 

el control de H. irritans. El organofosforado aún presenta efecto, sin embargo, este 

debe rotarse con otros métodos de control, con el fin de evitar poblaciones resistentes 

que pudieran participar mecánicamente en la propagación de hemoparásitos como A. 

marginale y Babesia spp.
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