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RESUMEN

Babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas, causada por paréasitos
protozoarios del género Babesia. Se encuentra en regiones tropicales y subtropicales donde
presenta anemia, hemoglobinuria, cese de la rumia, debilidad, palidez de mucosa y en casos muy
graves la muerte. Las técnicas de diagnostico molecular estan reemplazando a los métodos
microscopicos y seroldgicos debido a su alta sensibilidad en la deteccion de animales asintomaticos
y con niveles bajos de parasitemia, por esta razon esta investigacion tuvo como objetivo
diagnosticar molecularmente Babesia spp. mediante PCR-RFLP al ganado bovino del canton
Pedernales, provincia de Manabi - Ecuador. Se obtuvieron 462 muestras de animales distribuidas
en 31 fincas ganaderas del Canton Pedernales, provincia de Manabi — Ecuador, recolectadas en los
meses de octubre y diciembre del 2018. EI ADN extraido fue analizado mediante PCR
convencional utilizando los cebadores piro A y piro B que amplifican una porcion del gen 18S
rRNA de Babesia spp. de ~400 pb, se obtuvo una prevalencia de 64,35% a Babesia spp. Se
seleccionaron 48 muestras positivas al azar y se las digirio utilizando la endonucleasa de restriccion
Alul, que permitio la identificacion de 6/48 muestras positivas a B. bovis y 42/48 muestras positivas
a B. bigemina. Los resultados se compararon con pruebas rapidas de laboratorio como hematocrito,
proteinas totales y temperatura, y con datos obtenidos mediante una encuesta zootécnica y
epidemioldgica, sin embargo, analisis estadisticos realizados mostraron que ni el sexo, raza, edad,
hematocrito, proteinas totales, temperatura, movilizacion de animales fuera de la finca o presencia

de garrapatas son indicativos de la presencia o ausencia de Babesia spp.

PALABRAS CLAVE:
« BABESIOSIS BOVINA
e PCR-RFLP

e FACTORES DE RIESGO
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ABSTRACT

Bovine babesiosis is an important disease transmitted by ticks, caused by protozoan parasites of
the genus Babesia. It is present in tropical and subtropical regions where it is characterized by
anemia, hemoglobinuria, cessation of rumination, weakness, pallor of the oral and genital mucose
and in very serious cases death. Molecular diagnostic is replacing microscopic and serological
techniques due to its high sensitivity in the detection of asymptomatic animals and low levels of
parasitaemia, this research aimed to molecularly diagnose Babesia spp. by PCR-RFLP in bovine
cattle of the Pedernales canton, province of Manabi - Ecuador. Samples were collected from 462
animals distributed in 31 cattle farms of the Pedernales canton, province of Manabi - Ecuador,
collected in the months of October and December 2018. DNA extracted from samples was analyzed
by conventional PCR using piro A and pyro B primers, that amplify a portion of the 18S rRNA
gene of Babesia spp. of ~ 400 bp, analysis showed a prevalence of 64.35% to Babesia spp. 48
positive samples were selected at random and subjected to enzymatic digestion using the restriction
endonuclease Alul, which allowed the identification of 6/48 samples positive for B. bovis and 42/48
samples positive for B. bigemina. Results were compared with rapid laboratory tests such as
hematocrit, total proteins and temperature, and with data obtained through a zootechnical and
epidemiological survey; however, the statistical analyzes carried out showed that neither sex, race,
age, hematocrit, total proteins, temperature, mobilization of animals outside the farm or presence

of ticks can be indicative of whether an animal is a carrier or not of the parasite.

KEY WORDS:
e BOVINE BABESIOSIS
e PCR-RFLP

e RISKFACTORS
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del Problema

La Babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas, causada por protozoos
pertenecientes al phylum apicomplexa, orden piroplasmida y género Babesia, que causan una alta
morbilidad y mortalidad a nivel mundial (McCosker, 1981), Babesia bovis y Babesia bigemina
muestran una alta prevalencia en areas tropicales y subtropicales, con la mayor incidencia entre
32° Ny 30° S de latitud, donde se encuentran cominmente los vectores de la garrapata Boophilus
(Ristic, 1988), causando pérdidas econdmicas en los rebafios de ganado de los paises que se
encuentran en estas zonas (Bock, Jackson, De Vos, & Jorgensen, 2004).

La primera referencia registrada de babesiosis se encuentra probablemente en el libro
biblico Exodo 9:3, en el cual se describe una plaga del ganado durante el reinado del faradn Ramseés
Il que podria haber sido fiebre roja del ganado, causada por Babesia bovis, y podria haber incluido
hemoglobinuria como un signo prevalente (Vial & Gorenflot, 2006). Muchos afios después, como
respuesta a una enfermedad del ganado persistente, el gobierno rumano establecié en 1887 una
comision encabezada por el Dr. Victor Babes para investigar y determinar la causa y solucion del
problema. ElI Dr. Babes concluyé que la causa de la enfermedad, denominada hemoglobinuria
enzootica, era un pequefio organismo intraeritrocitico que, en 1888, llamé Haematococcus bovis
(Babes, 1888). Starcovici, miembro del equipo de investigacion de Babes, cambid el nombre al
agente etiologico por Babesia bovis en 1893 (Starcovici, 1893). Poco despues, el agente de la

Fiebre del Ganado de Texas presente en Estados Unidos, inicialmente llamado Pyrosoma, fue
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descubierto por Smith y Kilbourne en 1893 (Smith & Kilborne, 1893) y luego fue identificado
como Babesia bigemina.

En Argentina, Lignieres (1903) describi6 dos formas de la enfermedad 'Tristeza'
(babesiosis), Forma A y Forma C. Estas més tarde serian conocidas como Babesia bigemina y B.
argentina (B. bovis). En Bolivia, Nicholls, Ibata, and Rodas (1980) reportd una prevalencia del
97% de anticuerpos a B. bovis en ganado lechero en la regidn oriental tropical del pais. En los
[lanos del este de Colombia que se encuentran al sur de los rios Upia y Meta, extendiéndose a lo
largo del piedemonte de la cordillera de los Andes, se realizaron estudios de campo por Corrier et
al. (1978) donde se determind una prevalencia media de B. bigemina y B. argentina del 62% y
13%, respectivamente de 3,035 muestras de suero tomada de 37 ranchos.

En el Ecuador, la prevalencia de Babesia spp. varia segun las regiones, Medina Naranjo et
al. (2017) report6 una prevalencia de 0% para Babesia spp. en tres fincas ganaderas de la provincia
de Pastaza mediante la técnica de PCR. Por otro lado, Le6n Jaramillo (2017) reportd, en la
provincia de Zamora Chinchipe, una prevalencia general de Babesia spp. mediante la técnica nPCR
de 71,43%. En cuanto a la region insular Jumbo Moreira (2018) reportd una prevalencia de 25,88%
para Babesia spp. en 19 fincas ganaderas bovinas de la Isla Santa Cruz de la provincia de Galapagos
utilizando la técnica de PCR.

Conocer el estado de los animales permitira idear medidas para el control y prevencion de
enfermedades transmitidas por garrapatas, como babesiosis, que causan pérdidas econdémicas en el
sector ganadero del pais, por lo que la presente investigacion se enfoca en el uso de herramientas
moleculares para la determinacion de la presencia y prevalencia de Babesia spp. en ganado del
cantdn de Pedernales provincia de Manabi ademas de identificar la posible relacién con pardmetros

fisiol6gicos y zootécnicos de cada animal.
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1.2 Justificacion
Los principales vectores de Babesia son las garrapatas del género Boophilus. Las
manifestaciones clinicas asociadas con esta enfermedad son tipicas de un proceso de enfermedad
por anemia hemolitica, pero varian segun el agente y los factores del huésped, es decir, la edad
(Jacobson, 2006) y el estado inmunolégico (Homer, Aguilar-Delfin, Telford, Krause, & Persing,
2000). Babesiosis se observa predominantemente en el ganado adulto con B. bovis el cual es,

generalmente, méas patdgeno que B. bigemina y B. divergens (Uilenberg, 2006).

Segun reportes de los ganaderos, registrados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia
(MAG), en Manabi, en enero de 2017 se han presentado 120 animales muertos por sintomas
asociados a la presencia de hemoparasitos. De acuerdo a la encuesta de Superficie y Produccién
Agropecuaria Continta realizada en el afio 2017 por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC), la provincia con mayor numero de cabezas de ganado es Manabi con un nimero de cabezas
de ganado de 896.476 y una produccion de leche de 587.252 litros. Datos del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca MAGAP (2019) indican que en esta provincia se
realizan continuamente ferias ganaderas organizadas por la Corporacion de Ganaderos de Manabi
(CORPOGAM), donde se promueve la venta de ganado que es llevado a sectores de todo el pais.

Por lo que un control de las enfermedades que puedan presentar los animales es necesario.

El 16 de abril de 2016, la costa ecuatoriana fue sacudida por un terremoto que alcanzo la
magnitud 7.8 Mw con epicentro frente a las costas de Muisne. Las intensidades que alcanzo este
evento fueron de hasta 9 EMS-98 en la poblacion de Pedernales, provincia de Manabi, donde se
registraron los mayores dafios (Cisneros & Nocquet, 2017). Esta catastrofe causé el colapso de

casas, vias y animales muertos o heridos que se reflejé a través de la reduccion de la produccion
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de leche y carne, contaminacion del suelo y el agua, aumento de los sitios de reproduccién de los
vectores y alta exposicion y proliferacion de vectores de enfermedades como babesiosis bovina

(Asokan & Vanitha, 2017).

Los costos debidos a la babesiosis se deben no solo por la mortalidad, el mal manejo, los
abortos, la pérdida de produccion de leche/carne y por las medidas de control, sino también por su
impacto en la salud internacional y comercio de ganado (Bock et al., 2004). McLeod and
Kristjanson (1999) desarrollaron un modelo de hoja de célculo (Costo de garrapata) para evaluar
el impacto general de las garrapatas y las enfermedades transmitidas por garrapatas. Calcularon
que las pérdidas y el control de la babesiosis y la anaplasmosis le costaron a la industria ganadera

australiana US $ 16.9 millones por afio.

Las técnicas microscopicas para el examen de sangre usadas en el diagndstico de babesiosis
aguda, poseen baja sensibilidad y no permiten su uso en estudios epidemioldgicos en los que es
necesario identificar animales portadores (Almeria et al., 2001). Varios métodos seroldgicos
estandarizados para el diagndstico de babesiosis se han empleado ampliamente en estudios de
campo epidemioldgicos, pero entre los inconvenientes de estas técnicas estan la aparicion de
reacciones cruzadas entre B. bovis y B. bigemina (Passos, Bell-Sakyi, & Brown, 1998) y la falta de
discriminacion entre la exposicion previa y las infecciones actuales (Wagner et al., 1992). Por lo
que la aplicacion de pruebas basadas en PCR para el estudio de babesiosis brindan una alta
sensibilidad y especificidad para la deteccidn de infecciones tanto en huéspedes vertebrados como

en garrapatas (Oliveira-Sequeira, Oliveira, Araujo Jr, & Amarante, 2005).
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Diagnosticar molecularmente Babesia spp. mediante PCR-RFLP al ganado bovino de la provincia

de Manabi - Ecuador.

1.3.2 Objetivos Especificos

= Aplicar el método de PCR-RFLP para determinar la presencia y prevalencia de Babesia spp.
en muestras sanguineas obtenidas de ganado bovino de la provincia de Manabi - Ecuador.

= Evaluar la relacién entre los parametros fisiologicos y zootécnicos con la presencia de Babesia
spp. en el ganado bovino de la provincia de Manabi - Ecuador.

= Georeferenciar las fincas muestreadas y determinar los factores riesgo para la presencia de

Babesia spp. en el ganado bovino de la provincia de Manabi - Ecuador.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Babesiosis

La babesiosis también conocida como piroplasmosis, fiebre de la garrapata, agua roja,
fiebre de Texas, fiebre esplénica, tristeza, etc., es el nombre de la enfermedad que se origina debido
a la infeccién de eritrocitos por parte de protozoos del género Babesia transmitida por garrapatas
(Ristic, 1988). El papel del vector de las garrapatas para estos parasitos fue descubierto por Smith
and Kilborne (1893), quienes fueron los primeros en demostrar la transmision de artropodos de un
agente patdgeno.

En la naturaleza, las babesias se transmiten bioldgicamente por las garrapatas de la familia
Ixodidae o garrapatas duras, sin embargo, otros medios mecéanicos de transmision, como moscas y
fomites que transfieren sangre a un huésped susceptible, pueden inducir teéricamente una infeccion
(Ristic, 1988).

Existen 22 vectores confirmados de 18 especies de Babesia que infectan animales o
humanos agricolas o de compafiia enlistados en la Tabla 1. La mayoria de especies de garrapatas
transmiten solo una especie de Babesia de importancia econémica o médica, y la mayoria de
Babesia spp. son transmitidas por relativamente pocas especies de garrapatas; aunque B. caballi,
tiene 7 vectores confirmados (Battsetseg et al., 2001). Se han informado treinta asociaciones de
vectores de Babesia adicionales, con credibilidad de transmision epidemiologica, pero sin

confirmacion (J. S. Gray, Estrada-Pefia, & Zintl, 2019).



Tabla 1

Vectores comprobados de ixodid de Babesia spp. de importancia veterinaria y/o médica

Distribucion geogréfica de Vectores

Hospedero  Especie de Babesia la enfermedad comprobados
Bovino Babesia bigemina Tropicos y subtropicos Rhipicephalus
annulatus
R. australis
R. decoloratus
R. microplus
R. evertsi
R. bursa
Babesia bovis Tropicos y subtrépicos R. annulatus
R. australis
R. microplus
B. divergens Europa, Africa del Norte, Ixodes ricinus
Rusia
B. major Europa, norte de Africa, Haemaphysalis
Asia templada punctata
B. occultans Africa (sur de Europa, Hyalomma rufipes
Rusia)
B. orientalis Este de Asia R.
haemaphysaloides
B. ovata Este de Asia Ha. longicornis
Equino B. caballi Europa Dermacentor
reticulatus
Asia templada D. silvarum
América del norte D. (Anocentor)
nitens
Ameérica del norte D. albipictus
Sur de Europa, norte de Hy. marginatum
Africa
Africa sub-sahariana Hy. truncatum
Africa sub-sahariana R. evertsi
Canino B. canis Europa D. reticulatus
B. rossi Africa del Sur Ha. elliptica
B. vogeli Tropicos y subtrépicos R. sanguineus s.1.
B. gibsoni En todo el mundo Ha. longicornis
Humano B. divergens Europa I. ricinus
B. venatorum Europa . ricinus
B. microti Europa . ricinus
Ameérica del norte I. scapularis

Fuente: J. S. Gray et al. (2019)
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Parésitos del género Babesia pueden afectar tanto a mamiferos domeésticos como salvajes
(Penzhorn, 2006), sin embargo, la industria ganadera es la que presenta el mayor impacto
econdmico. Las especies mas estudiadas que afectan a bovinos son Babesia bovis, Babesia
bigemina y Babesia divergens (Bock et al., 2004).
2.2 Babesiosis bovina
La industria del ganado se ve particularmente afectada por los parasitos de Babesia, ya que
mas de la mitad de los 1,2 mil millones de bovinos del mundo estan en riesgo de infeccion y
enfermedad (Gohil, Herrmann, Gunther, & Cooke, 2013), el transporte de animales domésticos en
todo el mundo ha sido responsable de la introduccion de vectores de garrapatas y Babesia spp. en
diferentes areas y es en el hemisferio sur donde se producen las mayores pérdidas econémicas
(Bock et al., 2004). Las especies que afectan al ganado que se encuentran mas ampliamente
representadas en la literatura son Babesia bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens, la
distribucion global de estas especies depende de la distribucion de garrapatas Ixodidae como se
evidencia en la figura 1l (Young & Morzaria, 1986). Tanto B. bovis como B. bigemina se transmiten
mas comunmente entre el ganado bovino por los vectores de garrapata Rhipicephalus (Boophilus)
microplus y Rhipicephalus annulatus (J. S. Gray et al., 2019) mostrando una alta prevalencia en
areas tropicales y subtropicales (Bock et al., 2004), mientras que Babesia divergens tiene una
distribucion restringida a Europa en asociacion con su vector de tres anfitriones Ixodes ricinus

(Ristic, 1988).
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M Rhipicephalus annulatus h‘/ /;7
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Figura 1. Distribuciones geogréficas de vectores de garrapatas de la babesiosis bovina.

Se muestra solo la distribucion de las garrapatas Boophilus, que transmiten las especies bovinas

mas importante econdmicamente, Babesia bigemina y Babesia bovis.
Fuente: J. S. Gray et al. (2019)

2.2.1 Signos clinicos

El ganado que padece babesiosis muestra sintomatologia similar a la malaria, como
destruccion masiva de eritrocitos debido a la multiplicacion de hemoparasitos dentro las células
(Bock et al., 2004), fiebre, anemia hemolitica y en casos graves la muerte (Ristic, 1988). Esta
enfermedad cuenta con una alta morbilidad y mortalidad en todo el mundo (McCosker, 1981) que
depende de las condiciones en las que los animales son mantenidos. No hay evidencia de que el
ganado pueda resistir la infeccion babesial hasta el punto de inhibir completamente la
multiplicacion de todas las cepas, esto se aplica tanto al ganado infectado por primera vez como al

ganado que ha estado expuesto una o varias veces (Miller, 2012).
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En casos méas prolongados se pueden detectar otros sintomas como son el aumento marcado
de la temperatura corporal (40-41) °C, pérdida de apetito, cese de la rumia, dificultad para respirar,
hemoglobinuria, debilidad, palidez marcada de la mucosa oral y genital, disminucion de la
produccion de leche y reluctancia a moverse (Zulfigar et al., 2012). La fiebre durante las
infecciones puede hacer que las vacas prefiadas aborten y los toros muestren una fertilidad reducida
que dura de seis a ocho semanas (Yiiksek, Altug, & Giil, 2007). El ganado infestado con Babesia
spp. generalmente tienen un largo periodo de infeccion subclinica. Durante estas infecciones
cronicas se pueden observar variaciones ciclicas en el nivel de parasitemia detectable (Miller,
2012).

La inmunidad a la infeccion por Babesia depende de la resistencia innata del huésped
ademas de la capacidad de respuesta especifica a los antigenos babesiales dependientes de la raza,
el estado fisioldgico debido a la edad y la exposicion previa del ganado a la infeccion. (Ristic,
1988).

El bazo desempefia un papel critico en la proteccion contra Babesia spp. porque los
fagocitos e histiocitos residentes ingieren y eliminan los glébulos rojos infectados. Dado que la
anemia suele ser mas grave de lo que predice la parasitemia, es probable que se eliminen los
gldbulos rojos no infectados (Vannier, Diuk-Wasser, Mamoun, & Krause, 2015).

Entro los signos clinicos hematoldgicos que presentan animales con babesiosis se
encuentran la disminucién del 50% en la medida del hematocrito o PCV (packed cell volume)
(Magona et al., 2008), mientras que hallazgos bioquimicos revelaron una disminucion en el namero
de proteinas totales y en el nivel de albimina con un aumento de las globulinas séricas (Hussein,
Mohammed, & Mohammed, 2007). Las tablas 2, 3 y 4 muestran un resumen de signos clinicos,

hematologicos y bioquimicos presentes en animales con babesiosis.
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Tabla 2

Principales hallazgos clinicos en bovinos clinicamente sanos y enfermos.
Signo clinico Sano Enfermo
Condicién corporal Buena Delgada

Membrana mucosa

Temperatura
Pulso
Respiracion

Nodos linfaticos

Orina

Rojo brillante, humedecido sin

lesiones y con vasos sanguineos

episclerales llenos.
38.7°C
57 latidos/minuto

21 ciclos respiratorios/min

Sin hinchazén, movible, sin calor,

indoloro.

Amarillo claro

Vasos sanguineos episclerales

palidos y vacios.

40.1°C

89 latidos/minuto

39 ciclos respiratorios/min
Sin hinchazon, movible, sin
calor.

Marrdn oscuro a café.

Tabla 3

Principales hallazgos hematoldgicos en bovinos clinicamente sanos y enfermos.

Paréametro Sano Enfermo

RCB (Red blood cells count) 7.67£0.43 (T/) 3.09+0.38 (T/I)
Hb (Hemoglobina) 118.93+3.07 (g/l) 45.37%0.98 (g/l)
PCV (Packed cell volume) 36.47£0.75 % 14.25+1.28 %
WBC (White blood cells count) 7.25+0.42 (G/I) 6.77+£0.67 (G/I)

Tabla 4

Principales parametros bioquimicos en bovinos clinicamente sanos y enfermos.

Parametro

Sano

Enfermo
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Proteinas totales 6.92+0.15 (gm %) 5.82+0.28 (gm %)
Albumina 3.64+0.0085 (gm %) 1.86+0.16 (gm %)
Globulina 3.28+0.0098 (gm %) 3.96+0.38 (gm %)
Glucosa 71.31+3.48 (mg %) 32.71+3.12 (mg %)

Fuente: (Hussein et al., 2007)
2.2.2 Taxonomia

La posicion taxondmica de los parasitos responsables de la babesiosis de acuerdo a (Bock
et al., 2004) es la siguiente:
Reino: Protista

Alveolata

Filo: Apicomplexa
Clase: Aconoidasida
Orden: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia

Los babesios se clasifican como paréasitos apicomplexos del suborden Piroplasmidea y de
la familia Babesiidae debido a su invasion exclusiva de eritrocitos, la multiplicacién por brotes y
la falta de hemozoina (Hunfeld, Hildebrandt, & Gray, 2008).
2.2.3 Morfologia

De acuerdo a su morfologia las babesias se dividen en dos grupos (Laha, Das, & Sen, 2015):

i.  babesias pequefas (1.0-2.5 um de largo)

ii.  babesias grandes (2.5-5.0 pm de largo)
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2.2.3.1 Babesia bovis
Poseen forma pequefia (2.0 um x 1.5 um), ligeramente mas grande que B. divergens, las
formas de anillos vacuolados son particularmente comunes (Laha et al., 2015).
2.2.3.2 Babesia bigemina
Poseen forma pequefia (1.5um x 0.4um), usualmente permanecen en forma emparejada, se
encuentran superficialmente en los gl6bulos rojos en formas gruesas y piriformes o circulares (Laha

et al., 2015). La figura 2 muestra algunos ejemplos de formas de babesia en diferentes tejidos.

oo ¢

Figura 2. Babesias en diversos hospedadores y tejidos.

A) Babesia bigemina en eritrocitos bovinos. Frotis de sangre tefiido con Giemsa. B) Babesia
bovis en eritrocitos bovinos. Frotis de sangre tefildo con Giemsa. C) Babesia bigemina kinetes en
hemolinfa de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Frotis de hemolinfa tefiido con Giemsa. D)
Babesia bovis en un cerebro capilar bovino. Corte histolégico del tejido cerebral tefiido con
Giemsa.

Fuente: Mosqueda, Olvera-Ramirez, Aguilar-Tipacamu, and Canto (2012)
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2.2.4 Transmision

Todas las especies de babesia se transmiten de forma natural por la picadura de garrapatas
infectadas. Durante la picadura de la garrapata, los esporozoitos se inyectan en el huésped e
infectan directamente los globulos rojos, este proceso separa a Babesia spp. de Theileria spp.,
donde los esporozoitos no infectan facilmente los globulos rojos, sino que inicialmente penetran
en un linfocito o macréfago en el que tiene lugar el desarrollo en esquizontes (Uilenberg, 2006).
En el huésped, los esporozoitos se convierten en piroplasmas dentro del eritrocito infectado, dando
como resultado dos o cuatro células hijas que abandonan la célula huésped para infectar a otros
eritrocitos hasta que el huésped muera o la inmunidad del huésped elimine los parasitos (Hunfeld
et al., 2008). El bazo con su funcion de filtro linfatico-reticular es esencial para resistir las
infecciones primarias de Babesia spp. al eliminar especificamente las células infectadas de la
circulacion, probablemente a través de una combinacion de microcirculacion del bazo y actividad
celular fagocitica estimulada (J. Gray, Zintl, Hildebrandt, Hunfeld, & Weiss, 2010).
2.2.5 Ciclo biologico

Babesia ha desarrollado estrategias Unicas para completar su ciclo de vida y transmision.
Los objetivos reproductivos esenciales son: (i) perpetuar su existencia parasitaria por propagacion,
y (ii) garantizar la transmision de huésped a huésped a través de etapas infecciosas especializadas.
Ambos objetivos estan mediados por la combinacion de dos ciclos de reproduccion asexual y un
ciclo de reproduccién sexual, que alternan entre el huésped vertebrado y el vector de garrapata
(Jalovecka, Sojka, Ascencio, & Schnittger, 2019). La caracteristica mas notable del ciclo de vida

de Babesia es que los organismos ingeridos por las garrapatas en una generacion son
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extremadamente infecciosos para el ganado durante una etapa parasitaria de la siguiente generacion
de garrapatas (Miller, 2012).

El ciclo de vida sigue el esquema de desarrollo arquetipico de los miembros de
Apicomplexa, que incluye tres fases sucesivas: merogonia, gamogonia y esporogonia como se
observa en la Figura 3 (White & Suvorova, 2018). El huésped vertebrado esta infectado por el
esporozoito infeccioso durante la alimentacion de la garrapata. Los esporozoitos invaden los
glébulos rojos del huésped, donde se convierten en trofozoitos. Los trofozoitos se dividen en
merozoitos a través del proceso de merogonia (fisién binaria), luego salen y re-infectan otros
eritrocitos del huésped. La gamogonia (reproduccion sexual) se inicia por la unién sexual de los
merozoitos con los gametocitos intraeritrociticos, la etapa transitoria que infecta el vector de
garrapata (huésped definitivo). Los gametocitos que son captados en la luz intestinal de la garrapata
durante la alimentacion se convierten en gametos. Los gametos de Babesia, conocidos como “ray
bodies™ o Strahlenkdrper, se fusionan y crean un cigoto movil denominado ookinete. EI ookinete
penetra en la matriz peritréfica (membrana no celular semipermeable que rodea la luz del intestino
medio de la garrapata) e invade las células intestinales de la garrapata. Una vez dentro del epitelio,
el cigoto experimenta division meiotica, lo que resulta en la produccion de kinetes. Los kinetes se
diseminan a través de la garrapata del liquido corporal (hemolinfa) a los tejidos periféricos de la
garrapata, incluidas las células ovaricas. La invasion de los ovarios de garrapatas provoca la
infeccion de los 6vulos y conduce a la transmision transovarial de Babesia. En paralelo, los Kinetes
primarios invaden otros 6rganos de la garrapata y, a través de la esquizogonia (fisién mdaltiple), se
multiplican para crear los kinetes secundarios que invaden las glandulas salivales de la garrapata.
Dentro de las células de las glandulas salivales, los Kinetes invasores se convierten en un sincitio

multinucleado (esporoblasto), que permanece latente durante la ecdysis de garrapata, lo que
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garantiza la transmision transestadial del parésito. Una vez que el siguiente estadio de garrapata
infectado inicia la alimentacion de sangre en un huésped, se activa el esporoblasto y se producen
multiples esporozoitos infecciosos de forma continua por el proceso de esporogonia y se liberan en
el torrente sanguineo del huésped (Jalovecka et al., 2019).

Los parasitos de Babesia han desarrollado estrategias para adaptarse a la alimentacién y
muda de sus garrapatas vectores (Jalovecka, Hajdusek, Sojka, Kopacek, & Malandrin, 2018).
Debido a que las garrapatas duras (Ixodidae) se alimentan solo una vez por estadio (Sonenshine &
Roe, 2013), Babesia ha desarrollado la capacidad de perdurar en las diferentes etapas de desarrollo
de las garrapatas, este mecanismo es conocido como transmision transestadial (Mehlhorn & Schein,
1985). B. bovis solo es capaz de ser transmitida mediante larvas, mientras que la transmision de B.
bigemina no se produce hasta las etapas adulta y ninfal (J. S. Gray et al., 2019). Una estrategia
adicional para la perpetuacion de Babesia es la transmision transovarica, que permite la
propagacién del parésito de una sola garrapata materna a miles de descendientes (Mehlhorn &

Schein, 1985).
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Figura 3. Ciclo de vida de Babesia.
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Fuente: Jalovecka et al. (2019)

2.2.6 Tratamiento

El control de la babesiosis bovina puede ser mediante el control de garrapatas, la
inmunizacion, los medicamentos contra la babesia o una combinacion de estos métodos. En el
pasado, el tratamiento de la babesiosis del ganado era menos importante que la erradicacion de la
enfermedad, principalmente en los paises donde el objetivo era erradicar el vector de la garrapata.
En areas endémicas, los animales enfermos deben tratarse lo antes posible con un medicamento
antiparasitario. El éxito del tratamiento depende del diagnostico temprano y la administracion
rapida de farmacos eficaces (Mosqueda et al., 2012). La Tabla 5 resume los medicamentos
utilizados para el tratamiento de la babesiosis bovina, su nombre quimico, dosis, via de

administracion y referencias.



Tabla5

Medicamentos quimicos utilizados para tratar la babesiosis.
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Compuesto  Nombre quimico Babesia spp.  Dosis Ruta Uso actual
Imidocarb 3,3’-bis (2-imidazolin-2- B. bovis 1-3mgkg? IM, Si
yl)-carbanalidae B. bigemina SC
B. divergens
B. caballi
Diminazene 4,4"(azoamino) B. bovis 3-5mgkg? IM Si
aceturate dibenzamidine B. bigemina
B. divergens
B. caballi
Nerolidol cis-3,7,11-Trimethyl- B. bovis 10 uM - En
1,6,10-dodecatrien-3-ol B. bigemina 25 uM investigacion
B. ovata
B. caballi
Artesunate  (3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12 B. bovis 2.6 uM - En
R,12aR)-decahydrido- B. gibsoni 10 pg mi* investigacion
3,6,9- B. caballi 10 mg kg'*
trymetyl-3,12-epoxy-12H-  B. microti
pyranol(4,4/1-1,2-
benzodioepin-10-ol)
hydrogen succinate
Triclosan 2’4’ 4’-tricloro-2’- B. bovis 100ug mit En
hydroxyphenil ether B. bigemina 50 pug ml* investigacion
B. caballi
Epoxomicin o', -epoxyketone B. bovis 10 nM - En
B. bigemina  5nM investigacion
B. ovata 0.05-0.5 mg
B. caballi kgt
B. microti
Gossypol 1,1°,6,6,7,7- B. bovis 100 uM - En
hexahydroxy-5,5’- investigacion
diisopropyl-
3,3‘dimethyl [2,2°-
binaphthalenel8,8°-
dicarboxaldehyde]
Atovaquone 1,4 B. divergens 1 mgkg* - En

hydroxynaphthoguinone

investigacion

IM: Intramuscular, SC: Subcutanea

Fuente: Mosqueda et al. (2012)
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2.3 Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, por sus siglas en inglés, es una prueba mas
sensible para la deteccion de infecciones con Babesia spp. que el frotis sanguineo y es capaz de
proporcionar una caracterizacion molecular de las especies de Babesia (Vannier et al., 2015). Esta
técnica ha mostrado ser muy sensible en particular al detectar B. bovis y B. bigemina en ganado

portador de la enfermedad (Chaudhry, Suleman, Younus, & Aslim, 2010).

2.4 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Es una adaptacion de la técnica de Reaccidn en cadena de la polimerasa, la cual es un ensayo
molecular simple, que requiere solo el equipo estandar utilizado para la biologia molecular y
proporciona resultados adecuados para el analisis simultdneo de varias especies (Sousa et al.,
2015). (Figueroa-Millan et al., 2015) implementaron la técnica de PCR-RFLP para la deteccion de
Babesia spp. de ADN extraido de eritrocitos infectados con 18 distintos aislados geogréficos de B.
bigemina y B. bovis lo que demuestra la efectividad de esta técnica para la deteccion vy
diferenciacion de especies de babesia.

El primer paso en un anéalisis de PCR-RFLP es la amplificacién de un fragmento que
contiene la variacion. A esto le sigue el tratamiento del fragmento amplificado con una enzima de
restriccion apropiada. Dado que la presencia o ausencia del sitio de reconocimiento de la enzima
de restriccion da como resultado la formacion de fragmentos de restriccion de diferentes tamafios,
la identificacion de alelos se puede realizar mediante resolucion electroforética de los fragmentos

(Rasmussen, 2012).
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2.5 Georreferenciacion
La georreferencia que se aplica en esta investigacion, asignando a los mapas una "referencia
métrica” relacionada con el sistema de coordenadas terrestres del geoespacio real o sus
asignaciones (Salam & Azam, 2017), sirve para identificar las poblaciones que presenten o no
prevalencia a Babesia spp., esperando que este estudio proporcione un mapa guia para el control
de esta enfermedad.
2.6  Sistema de Hipotesis
Considerando los antecedentes antes expuestos la presente investigacion se plantean las
siguientes hipotesis:
i. HO: La técnica PCR-RFLP no permite detectar Babesia spp. en muestras de sangre de
ganado bovino de la provincia de Manabi — Ecuador.
H1: La técnica PCR-RFLP permite detectar Babesia spp. en muestras de sangre de ganado
bovino de la provincia de Manabi — Ecuador.
ii.  HO: No existe relacién entre la presencia de Babesia spp. con los parametros fisiologicos y
zootécnicos en el ganado bovino de la provincia de Manabi — Ecuador.
H1: Existe relacion entre la presencia de Babesia spp. con los parametros fisiologicos y

zootécnicos en el ganado bovino de la provincia de Manabi — Ecuador.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1  Revision Bibliografica
Se realiz6 la revision bibliogréafica utilizando las siguientes palabras claves: “Babesiosis”,
“Babesiosis bovina”, “PCR-RFLP”, “Babesia bovis”, “Babesia bigemina”, “Ciclo de vida de
babesia”. Consta de articulos publicados desde 1888 hasta el afio 2019, se utilizaron las bases de
datos PubMed, Google Académico, PlosOne, Science direct y Springer Link para la busqueda de
articulos relevantes se utilizé la herramienta informatica EndNote para la sistematizacion de los

articulos.

3.2 Participantes

La presente investigacion se encuentra enmarcada dentro del proyecto de vinculacion con
la sociedad: “Fortalecimiento del sistema sanitario para el monitoreo y deteccion de enfermedades
emergentes en el ganado bovino, frente a desastres naturales, caso terremoto de pedernales 2016”.

El responsable del desarrollo de la investigacion es el sefior Mario Andrés Arboleda Garcia,
egresado de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la colaboracion de la Dra. Maria Augusta
Chavez MSc., docente investigadora de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, Dr.
Armando Reyna PhD, docente investigador de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE
extension Santo Domingo de los Tsachilas, Dr. Jorge Ron Roman PhD. Docente investigador de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE carrera de Ingenieria Agropecuaria — IASA, Ing.
Cristina Cholota Técnico del Laboratorio de Biotecnologia Animal, Ing. Fernanda Pérez graduada
de la carrera de Ingenieria en biotecnologia, Ing. Jimmy Jumbo graduado de la carrera de Ingenieria

en biotecnologia Mario Herndndez tesista del laboratorio de Biotecnologia Animal, Andrés Mullo



40
tesista del laboratorio de Sanidad Animal — IASA vy estudiantes de las carreras de Ingenieria en
Biotecnologia (ESPE — matriz), Ingenieria Agropecuaria — IASA | para la recoleccion y

procesamiento de las muestras.

3.3 Duracion de la investigacion
La investigacion tuvo una duracion de 9 meses, se inicio en el mes de octubre de 2018 y se

culmind en junio de 2019.

3.4  Zona de estudio

Las muestras de sangre y la informacidn zootécnica del ganado bovino fueron recolectadas
de 31 fincas ganaderas de las localidades la Pimienta, Mariano de Guacucal, Pedernales, Chemere
del Salto, Agua Sabrosa, Limones, Venado, Cafiaberal, La Calderén, Chemere Arriba, EI Puente y
Daogola, parroquia Pedernales, Cantén Pedernales, provincia de Manabi, Ecuador. EI cantén posee
una superficie de 1932 km?, se encuentra a una altitud media de 21 m.s.n.m. y su clima varia entre
tropical y subtropical con precipitaciones de hasta 3.000 milimetros anuales.
3.5 Procedimiento
3.5.1 Fase de campo
3.5.1.1 Tamafio de la muestra

El muestreo se realiz6 mediante un método probabilistico aleatorio estratificado, en el cual
se clasificd las fincas ganaderas en tres estratos: fincas pequefias (menores a 50 cabezas de ganado),
medianas (de 51 a 200 cabezas de ganado) y grandes (mayores a 201 cabezas de ganado). Mediante
afijacion proporcional, cada estrato tuvo un nimero de elementos en la muestra proporcional a su
tamafio (Whitley & Ball, 2002). Se utiliz6 la siguiente formula para estimar el nimero de bovinos

a muestrear en aproximadamente 30 fincas disponibles para el muestreo.
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zZ2Xpx(1—p)
2

n= £
1+(Zz><p><(1—p))
e? x N

donde, N = tamafio de la poblacién, e = margen de error, z = puntuacion z y p es la probabilidad
de ocurrencia del fenédmeno (0.5 porque no se conoce la prevalencia).

El reporte estadistico del Sector Agropecuario realizado por el Instituto Nacional de
Estadistica y Censos (INEC) en el 2011, indic6 que existen 951509 cabezas de ganado en la
provincia de Manabi, por lo que se usé este dato como tamafio de la poblacién.

1.962 x 0.5 x (1 — 0.5)
0.052

L4 (1.962 X 0.5 X (1 — 0.5))
0.052 x 951509

n=

Con lo que se obtuvo que se deberia muestrear un total de ~384 bovinos en las
aproximadamente 31 fincas disponibles, sin embargo, se lograron muestrear un total de 462

bovinos en 31 fincas del canton Pedernales, provincia de Manabi.

3.5.1.2 Encuestay registro de animales

Se llenaron dos encuestas (Anexo 1y 2) por cada finca ganadera con la ayuda de cada duefio
0 responsable, para conocer el manejo, mantenimiento, situacion sanitaria de la finca, sistema de
produccion de la finca, aspectos sanitarios y posibles manifestaciones clinicas de los animales
observadas por el duefio o responsable. De la misma manera se lleno un registro (Anexo 3) con
informacién clinica, hematoldgica y bioquimica de cada animal realizada por pruebas rapidas del

laboratorio.

3.5.1.3 Toma de la temperatura de los animales
Para la toma de temperatura de los animales se utiliz6 un termometro rectal, para todas las

medidas, se coloco el termometro en el recto de manera tal que toque la pared del recto del animal
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y después de unos segundos se tomd la medida de temperatura. La medicion finalizé cuando el

termdmetro digital emitio la medida de temperatura y el termometro se retird del recto.

3.5.1.4 Prueba de hematocrito

La prueba de hematocrito mide la proporcion de globulos rojos en la sangre, a partir de la
muestra de sangre tomada de la vena coccigea del ganado. El primer paso consistié en llenar un
capilar apoyando uno de los extremos sobre la muestra de sangre, cuando el capilar se encontr6
lleno un 75% se tapono el extremo méas proximo a la sangre con plastilina. A continuacion, se
centrifugd el capilar durante 5 minutos a 12000 rpm en una centrifuga especifica para
microhematocrito y con la ayuda de una regla se midio la longitud que ocupa en el capilar la
columna formada por glébulos rojos sedimentados. Si el valor del hematocrito disminuye a menos
de lo normal es una sefial de anemia, cuando el cuerpo del animal disminuye la produccién de

glébulos rojos o0 aumenta la destruccion de globulos rojos (Griinwaldt et al., 2005).

3.5.1.5 Proteinas totales
La concentracion total proteina en el suero se determind usando un refractometro, el cual
mide la cantidad de luz que se refracta a medida que pasa a través de una muestra de suero. Cuanto

mayor sea la concentracién de proteina, mas refraccion de la luz se produce (Riche, 2007).

3.5.1.6 Toma de puntos de georreferenciacion
En cada finca ganadera se tomo el punto de georreferenciacion y se lo registro en la base
de datos (Anexo 4), mediante el Sistema de posicionamiento global (GPS) para posterior analisis

de los datos.
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3.5.1.7 Extraccion de sangre de la vena coccigea
La extraccion de sangre periférica se realizé mediante el método de venopuncidn. Se utiliz6
agujas de seguridad para extraccion de sangre venosa por sistema de vacio, calibre 20G, camisas
de agujas de puncion intravenosa-vacutainer, dos tubos al vacio (BD Vacutainer), sin
anticoagulante y con anticoagulante EDTA. Se sujetd al animal para evitar que se aleje durante el
procedimiento, se levanto la cola verticalmente con una mano y aproximadamente a 150 mm de la
base de la cola se ubicd la ranura que se encuentra en la linea media ventral de la cola. La aguja
fue insertada pocos milimetros, la muestra se recolectd en tubos rotulados y se aplico presion en el
lugar de la puncion para detener el sangrado (Weaver, Atkinson, Jean, & Steiner, 2018).
3.5.2 Fase de laboratorio
3.5.2.1 Extraccion de ADN a partir de sangre total
La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el protocolo del Centro de Terapia Génica,
Brno, Republica Checa, modificado, por Alban & Tamayo (2009), cuyo procedimiento consistio
en los siguientes pasos:
1. En un tubo de 1,5 mL colocar 500 puL de una muestra de sangre en EDTA y congelar a —
80 °C por un tiempo minimo de 20 minutos.
2. Descongelar a temperatura ambiente, afiadir 1 mL de agua destilada grado biologia
molecular y agitar las muestras por 5 minutos en un agitador tipo orbital.
3. Comprobar que exista lisis completa de los eritrocitos y centrifugar a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C.
4. Retirar el sobrenadante con cuidado de no alterar el pellet y repetir nuevamente los pasos

anteriores.
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Resuspender el pellet en 500uL de PBS y mezclar por inversion.
Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C y descartar el sobrenadante.
Repetir los pasos 5 y 6.
Adicionar 1 mL de buffer de lisis (CTAB 2%, Tris-HCL 100 mM, EDTA 20 mM, NacCl
1.4 M, pH 7.5), 10 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y homogenizar mediante vortex para
incubar con agitacién a 70°C por 1 hora.
Nuevamente homogenizar por agitacion y llevar a incubar a 95°C por 10 minutos para
inactivar la proteinasa K.
Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos y colocar el sobrenadante (1 mL) en un nuevo
microtubo de 2 mL.
Colocar 700 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y homogenizar mediante un
orbital para centrifugar a 10000 rpm por 15 minutos.
Remover el sobrenadante y colocar en un nuevo microtubo de 1.5mL. Completar el
volumen del tubo con etanol frio al 100% y mezclar suavemente invirtiendo los tubos, para
después dejar reposar 30 minutos a -20°C.
Colectar las cadenas de acidos nucleicos por centrifugacion a 14.000 rpm por 30 minutos a
4° C y descartar con pipeta el sobrenadante.
Lavar el pellet con 500 pL de etanol al 70% frio y se centrifugar a 14.000 rpm por 15
minutos.
Descartar el sobrenadante, y dejar secar el pellet dentro de la cabina de bioseguridad por 20
minutos hasta que se evapore el etanol.
Diluir el pellet en 100 pL de Tris-borato EDTA (TE), dejando a 65° C por 20 minutos con

agitacion. Finalmente, almacenar las cadenas de acidos nucleicos a -20 °C.
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3.5.2.2 Cuantificacion de ADN

Tras el proceso de extraccion de ADN se cuantificO mediante espectrofotometria UV el
ADN (ng/pL), utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), para lo cual
se realizo la limpieza del equipo con 2 uL de Acido clorhidrico 0.5 N seguido de 3 lavados con 2
uL de agua destilada. Luego se programé al equipo para cuantificacion de acidos nucleicos, se
coloco el blanco y se colocé 2 L de cada muestra para medir su concentracion.
3.5.2.3 Determinacion de la calidad de ADN

Se realizé una corrida electroforética para evidenciar la calidad de ADN, colocando 5L de
ADN y 1 pL de buffer de carga Blue Juice 10X, en un gel de agarosa al 0,8%. Se corrid el gel a
300 mA y 120 V durante 1 hora y se visualizo el gel mediante radiacion UV.
3.5.2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR convencional)

Se amplificé una region variable del gen 18S rRNA, presente en Babesia spp., utilizando
los oligonucledtidos Piro A (5-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3) y Piro B (5-
TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3") mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Las
condiciones de la reaccion fueron modificadas a partir de la metodologia estandarizada por Medina

Naranjo et al. (2017) (Tabla 6 y Tabla 7), se obtuvo un volumen final de 25uL.



Tabla 6

Componentes de PCR para deteccion de Babesia spp.
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Reactivos Unidad  Stock  Concentracion Final Volumen (uL)
H20 pL N/A - 15,63
Buffer + MgCl, 10x 10,00 1,00 2,50
Piro A UM 10,00 0,25 0,63
Piro B UM 10,00 0,25 0,63
MgCl; mM 25,00 1,50 0,00
dNTP UM 40,00 0,80 0,50
DMSO % 100,00 1.80 0.45
Taq U/uL 5,00 0,75 0,15
ADN ng - 100 1
TOTAL 25,00
Tabla 7

Condiciones de amplificacion por PCR para la deteccion de Babesia spp.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 0,75 35
Hibridacion 55 0,75 35
Extension 72 1 35
Extension final 72 5 1
Mantenimiento 4 ) -

3.5.2.5 Visualizacion de productos de PCR

Los productos de amplificacién de PCR fueron visualizados mediante electroforesis

horizontal en gel de agarosa al 1,5% en solucién TBE 1X, tefiido con Sybr Safe (Invitrogen),

durante de 50 minutos a 300 mA y 120 V. Finalizada la corrida se visualizo el gel mediante

radiacion UV.
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3.5.2.6 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Debido a que la PCR convencional no permite el reconocimiento entre especies de Babesia
spp., se utilizaron polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP). Mediante el uso
de la herramienta bésica de busqueda de alineacion local (BLAST), se obtuvieron las secuencias
de Babesia bovis (378 bp) y Babesia bigemina (393 bp).

Con base en un analisis bioinformatico utilizando el software DS Gene 1.5 realizado con la
secuencia de ADN ribosomal de cada especie de Babesia, se identifico el sitio de reconocimiento
para B. bovis y B. bigemina en la parte variable del gen ADNr del parasito. La endonucleasa de
restriccion Alu | (secuencia de reconocimiento 5'AG|CT3'), disponible en el laboratorio, corto al
amplicon correspondiente al DNA ribosomal de B. bigemina (393pb) en tres fragmentos de 38, 144
y 211 pb, mientras que al amplicén correspondiente al DNA ribosomal de B. bovis (378pb) cort6
en tres fragmentos de 38, 146 y 194 pb. La figura 4 muestra los cortes esperados después de la

digestion enzimaética.
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Figura 4. Fragmentos esperados después de la digestion enzimatica con Alul.

A) B. bigemina y B) B. bovis
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El producto amplificado por PCR convencional con los oligonucledtidos se sometio a
digestion con la endonucleasa de restriccion (ER) Alul de acuerdo con las especificaciones del

proveedor.

3.5.2.7 Visualizacion de productos de la digestion enzimatica

Los productos de la digestion enzimatica fueron visualizados mediante electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 2% en una solucién TBE 1X, tefiido con Sybr Safe (Invitrogen),
durante 1h50m a 300 mA y 110 V con un marcador molecular de 100 pb. Finalizada la corrida se

visualizo el gel mediante radiacion UV.

3.5.3 Obtencidn de datos del registro zootécnico y encuesta

Las variables obtenidas del registro zootécnico usadas para la determinacion de los factores
de riesgo fueron: sexo, edad y raza, en cuanto a las encuestas, las variables utilizadas fueron: tipo
de finca (carne, leche o doble propdsito), movilidad de los animales, uso de antiparasitario y
situacion de garrapatas en la finca ganadera. A partir de las coordenadas en x e y obtenidas del
registro zootécnico se realizé la georreferenciacion.
3.5.4 Anélisis Estadistico
3.5.4.1 Disefio no experimental

La presencia de Babesia spp. fue evidenciada mediante la amplificacion de fragmentos del
gen rRNA de la subunidad pequefia ribosomal 18S mediante PCR, por lo que a esta variable se la
conoce como una variable cualitativa nominal (Gémez-Gomez, Danglot-Banck, & Vega-Franco,
2003). Se utilizaran pruebas no paramétricas que no requieren plantear inferencias acerca de los

parametros de la poblacion (media y dispersion) y cuando el factor de estudio y la variable de
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respuesta son variables cualitativas. Las pruebas estadisticas mas apropiadas para determinar si

existe asociacion entre ellas son chi cuadrado y la prueba de Fisher (Singh, 2006).

3.5.4.2 Variable de respuesta
Las variables de respuesta en este estudio fueron la presencia y prevalencia de los agentes

patdgenos en cuestion.

3.5.4.3 Error aleatorio

Los errores generados en la investigacion fueron generados Unicamente por los factores
ambientales y/o errores del operador.
3.5.4.4 Analisis

Los andlisis realizados en la investigacion fueron analizados mediante el software

estadistico Microsoft Excel y Epi Info™ Version 7.2.

3.5.4.5 Estadistica descriptiva
Los datos generados en los registros y encuestas, ademas de los datos obtenidos en el
laboratorio (PCR vy digestion enzimatica) arrojaran distribuciones de frecuencias y medidas de

tendencia central.

3.5.4.6 Datos de prevalencia
La prevalencia es la relacion entre el nimero de casos positivos a un determinado agente y
el nimero total de muestras.
Prevalencia puntual = Ct/Nt
donde
Ct: nimero de casos positivos para Babesia spp. (prevalentes).

Nt: nimero total de animales muestreados en la poblacion.
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La prevalencia de los patdgenos en esta investigacion se la calculé mediante los resultados

de PCR-RFLP.

3.5.4.7 Factor de riesgo (FR)

Para el andlisis de los FR del estudio se utiliz6 la medida RR (Risk Ratio), ya que la
prevalencia detectada fue mayor al 10% (caso contrario se habria utilizado la medida
epidemioldgica OR (Odds Ratio), en funcién de los registros y encuestas realizadas ademas de las
pruebas rapidas de laboratorio, donde se detallan ciertos factores de riesgo que podrian influir en
la presencia o no de Babesia spp. La presente investigacion, es un estudio de tipo transversal.

El RR (riesgo relativo) (también llamado indice de riesgo) es la relacion entre el riesgo de
ocurrencia de una enfermedad entre los animales expuestas y la de los animales no expuestas, mide
la fuerza de asociacion entre el factor de riesgo y la presentacion del evento (Cerda, Vera, & Rada,
2013).

Tabla 8

Cuadro de contingencia para el calculo de RR y OR.

Casos No casos TOTAL

Expuestos A b a+b
No expuestos C d c+d
TOTAL a+c b+d atb+c+d

RR, es el cociente entre el riesgo en el grupo expuesto a determinados factores y el riesgo en el

grupo no expuesto.

_ a/a+b

RR =
C/c+d
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OR, es el cociente entre la posibilidad de exposicion en los casos (enfermos) (a/b) y la posibilidad
de exposicion del grupo control (no enfermos) (c/d).

_a/b B axd

OR=c = bxe

3.5.4.8 Resultados de PCR
Los resultados positivos para Babesia spp. obtenidos de PCR fueron discriminados
mediante la presencia de bandas amplificadas, mientras que los resultados negativos por la ausencia

de bandas amplificadas.

3.5.5 Estadistica inferencial

Gracias a los datos que arrojo la estadistica descriptiva se llevaron a cabo pruebas de chi
cuadrado para comparar la prevalencia de Babesia spp. con los parametros zootécnicos, clinicos,
hematoldgicos y bioquimicos.
3.5.5.1 Conclusiones

La conclusion de esta investigacion fue la presencia o ausencia del parasito de Babesia spp.,
la prevalencia de esta enfermedad y la correlacion entre los resultados positivos de PCR-RFLP y
los parametros zootécnicos (sexo, edad, raza), clinicos (temperatura), hematoldgicos (hematocrito)

y bioguimicos (proteinas totales).
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS DE LA MUESTRA
Se recolectaron 462 muestras en 31 fincas ganaderas de las localidades la Pimienta,
Mariano de Guacucal, Pedernales, Chemere del Salto, Agua Sabrosa, Limones, Venado, Cafaberal,
La Calderdn, Chemere Arriba, ElI Puente y Dégola, parroquia Pedernales, Canton Pedernales,
provincia de Manabi, Ecuador. Las muestras fueron recolectadas en dos periodos realizados en los
meses de octubre y diciembre de 2018. Estas muestras representan el 10,04% de animales totales

dentro de las 31 fincas ganaderas (FG) muestreadas.

4.1.1 Distribucion de animales por finca

En el anexo 5 se representa la distribucién de los animales muestreados (n=462) en cada
finca. El valor mas alto de distribucion de muestras (9,96%), lo tuvo la finca ganadera 12 (FG12),
por el contrario, el valor mas bajo de distribucion de muestras (0,43%) lo tuvo la finca ganadera

30 (FG30).

4.1.2 Distribucion de animales muestreados de acuerdo al tipo de finca

En la tabla 9 se observa la distribucion de animales muestreados (n=462) de acuerdo al tipo
de finca (carne, leche o doble proposito). La mayor cantidad de muestras provienen de haciendas
cuya finalidad es la produccién de leche (42,86%), mientras que la menor cantidad de muestras

provienen de haciendas cuya finalidad es la produccion de carne (14,72%).
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Tabla 9
Distribucion de animales muestreados de acuerdo al tipo de finca del canton Pedernales,

provincia de Manabi, Ecuador .

Tipo Finca Numero de animales muestreados Porcentaje
Carne 68 14,72%
Leche 198 42,86%
Doble proposito 196 42,42%
TOTAL 462 100,00%

4.1.3 Distribucion de animales muestreados de acuerdo al sexo
En la tabla 10 se representa la distribucion de animales muestreados (n=462) de acuerdo al
sexo, la mayoria de muestras tomadas pertenecieron a hembras (93,07%).

Tabla 10
Distribucién de animales muestreados de acuerdo al sexo del cantén Pedernales, provincia de

Manabi, Ecuador.

Sexo Frecuencia Porcentaje
Macho 32 6,93%
Hembra 430 93,07%
TOTAL 462 100,00%

Como se evidencié en la tabla 9, la mayoria de animales muestreados pertenecian a
haciendas de tipo lechero por lo que, era de esperar que la mayoria de animales fuera hembras
(tabla 10).

4.1.4 Distribucion de animales muestreados de acuerdo a la raza

En el anexo 6 se representa la distribucion de los

animales muestreados (n=462) de acuerdo a la raza. La mayor cantidad de muestras provienen de

ganado de raza Brahman (27,27%), esta raza se ha desarrollado como una importante raza de carne
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en zonas tropicales humedas y subtropicales secas, es adecuada para cruzamientos, dando un
excelente vigor hibrido en la progenie (Fortes et al., 2012).

A pesar del alto porcentaje de muestras tomadas de la raza de carne Brahman, una gran
cantidad de muestras fueron tomadas de animales mestizos, en las que se incluian razas productoras
de leche como Brown Swiss, Girolando, Gyr, Holstein y Jersey (Hayes, Bowman, Chamberlain, &

Goddard, 2009).

4.1.5 Distribucion de animales muestreados de acuerdo a la edad

En latabla 11 se representa la distribucion de los animales muestreados (n=462) de acuerdo
a la edad. La mayor cantidad de muestras provienen de ganado de 37 a 72 meses de edad (52,16%),
no se tomaron muestras de ganado de 0 a 6 meses de edad. Faber, Faber, McCauley, and Ax (2005),
mencionan que los terneros son menos susceptibles que los adultos a presentar sintomas de
enfermedades. Los terneros estdn protegidos por anticuerpos del calostro materno durante
aproximadamente 3 a 6 primeros meses de vida (Struff & Sprotte, 2007).

Tabla 11
Distribucién de animales muestreados de acuerdo a la edad del canton Pedernales, provincia de

Manabi, Ecuador.

Edad Frecuencia Porcentaje
0-6 meses 0 0,00%
7-18 meses 21 4,55%
19-36 meses 119 25,76%
37-72 meses 241 52,16%
73-96 meses 57 12,34%

97 + meses 24 5,19%

TOTAL 462 100,00%
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4.1.6 Mediciones de tendencia central y distribucion estandar
Las medidas de tendencia presentadas en la tabla 12 representan un centro en torno al cual
se encuentra ubicado el conjunto de los datos presentados en los anexos 7, 8 y 9, es decir, las
medidas de tendencia central que permitieron evaluar en qué medida los datos difieren entre si.
Como muestra en la tabla 12, la desviacion estandar tanto de temperatura como de proteinas totales
(0,5976°C y 0,9265 g/dL respectivamente) presenta valores bajos, lo que indica que los datos no
se encuentran dispersos con respecto a la media. En cuanto a los valores de la media, mediana y
moda de temperatura y proteinas totales, los valores son muy similares evidenciando una
consistencia en los datos.
La desviacion estandar del hematocrito (4,2787%) presenta un valor alto debido a que el
valor méas bajo obtenido fue de 16 (frecuencia de 1) y el valor mas alto fue de 42 (frecuencia de 2)
(anexo 8), estos valores se encuentran muy dispersos con respecto a la media. El valor bajo
obtenido en el hematocrito podria indicar anemia en el ganado bovino (Nkuo-Akenji, Chi, Cho,
Ndamukong, & Sumbele, 2006), sin embargo pruebas complementarias como hemoglobina o
VCM (volumen corpuscular medio) serian necesarias para confirmar el diagnéstico. El valor alto
obtenido pudo deberse a que el animal se encontraba deshidratado en el momento de la toma de

muestra (Erickson, Goff, & Uemura, 2015).
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Tabla 12

Mediciones de tendencia central de la temperatura, hematocrito y proteinas totales.

Factor Media Mediana Moda Desviacion Maximo Minimo
estandar

Temperatura (°C) 38,6345 38,7 38,7 0,5976 40,2 36,4

Hematocrito (%) 31,0022 31,00 29,00 4,2787 42,00 16,00

Proteinas totales (g/dL) 7,3970 7,20 7,0 0,9265 11,10 5,30

4.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR convencional)

Se utilizaron 100 ng de ADN gendmico extraido de las 460 muestras de sangre para el
ensayo de PCR convencional utilizando los cebadores piro A
(5’AATACCCAATCCTGACACAGGG3') y piro B (5 TTAAATACGAATGCCCCCAAC 3) que
amplificaron una porcion del gen 18S rRNA de Babesia spp. de un tamafio de aproximadamente
400 pb, este resultado se corrobora con investigaciones realizadas por Olmeda et al. (1997) y
Figueroa-Millan et al. (2014), los resultados de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) se
presentan en la figura 5. El control positivo se obtuvo mediante clonacién a partir de una muestra
positiva a Babesia spp. obtenida por Medina Naranjo et al. (2017).

Las bandas presentes en la figura 5 poseen una intensidad variada, esto puede deberse a que
existié una mayor cantidad de ADN plantilla de Babesia spp. en las bandas que mostraron una

mayor intensidad y viceversa (Levin, 2012).
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Figura 5. Amplificacion de la region del gen 18S rRNA de 6 muestras positivas 316, 342, 352,
R07, R10 y R14 a Babesia spp del cantdn Pedernales, provincia de Manabi, Ecuador.

4.3 PCR - RFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion)
Se realizo la digestion de 48 muestras positivas a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa,
seleccionadas al azar, utilizando la endonucleasa de restriccion Alul, figura 6, los resultados se

presentan en la tabla 14.

Figura 6. Fragmentos digeridos con Alul.

Muestra 1 y muestra 3, B. bovis; muestra 2, B. bigemina.

4.3.1 PREVALENCIA DE Babesia spp.
Un total de 296 muestras obtenidas en las 31 fincas ganaderas resultaron positivas y 164
resultaron negativas a la técnica de PCR convencional para la identificacion de Babesia spp. (tabla

13), con lo que se calculé una prevalencia de 64,35%.
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Tabla 13
Resultados de PCR convencional para Babesia spp. de las muestras provenientes de las 31 fincas

ganaderas del canton Pedernales, provincia de Manabi, Ecuador.

Babesia spp. Frecuencia Porcentaje
Negativo 164 muestras 35,65%
Positivo 296 muestras 64,35%
TOTAL 460 muestras 100,00%

La prevalencia, obtenida por PCR convencional, por cada finca ganadera se muestra en la
figura 7 y en el anexo 10, se observa que la finca ganadera que present6 la mayor prevalencia
(100%) es la finca ganadera 30 (FG30) y por el contrario la finca ganadera que presento la menor

prevalencia (25%) es la finca ganadera 26 (FG26).

Resultados de PCR convencional por finca ganadera
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Figura 7. Resultados de PCR convencional para la identificacion de Babesia spp. en las 31 fincas
ganaderas del canton Pedernales, provincia de Manabi, Ecuador.

La alta prevalencia a Babesia spp. encontrada en este estudio se correlaciona con la
prevalencia (71,43%) encontrada por Ledn Jaramillo (2017) en 96 muestras de sangre bovina
tomadas de animales asintomaticos del sector Sur de la provincia de Zamora Chinchipe, mediante

las técnica de nPCR.
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El resultado obtenido podria deberse a la alta sensibilidad de la técnica de PCR en la
deteccion de animales asintomaticos y con niveles bajos de parasitemia, este procedimiento permite
una deteccion de parasitemias tan bajas como 0.01% (Carret et al., 1999). Durrani, Mehmood, and
Shakoori (2010) confirmaron que la prueba de PCR es mas sensible para detectar infecciones de
bajo grado en animales portadores en comparacion con el examen microscopico de frotis de sangre,
en su investigacion determinaron la eficacia general del examen microscopico de frotis de sangre,

IFA y PCR (6.8%, 23.5% Yy 41.2%, respectivamente) en parasitos sanguineos en el ganado.

Otra explicacion podria ser el sitio de muestreo, que posee un clima tropical, adecuado para
el desarrollo y proliferacion del vector portador de la enfermedad (Altay, Aydin, Dumanli, & Aktas,
2008). Gasque (2008), menciona que la transmision mecéanica es posible para Babesia spp., sin
embargo, no es suficiente para mantener la infeccion de no existir el vector o garrapata.

Tabla 14

Prevalencia de Babesia bovis y Babesia bigemina de las 48 muestras obtenidas mediante PCR-
RFLP.

Positivo Negativo Prevalencia
B. bovis 6 42 12,50%
B. bigemina 42 6 87,50%

Los resultados obtenidos (tabla 14) muestran que de 48 muestras, elegidas al azar, digeridas
con la endonucleasa de restriccion Alul, 42 mostraron ser Babesia bigemina (87,50%) y 6
mostraron ser Babesia bovis (12,50%), resultado que concuerda con resultados obtenidos por
Oliveira-Sequeira et al. (2005), que reportd una prevalencia de Babesia bigemina del 56.2% y una

prevalencia de Babesia bovis del 4,7%.
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La alta proporcion de B. bigemina en comparacién con B. bovis podria deberse a la
capacidad de B. bigemina para permanecer a través de generaciones de Rhipicephalus spp. en
ausencia de reinfeccion, lo que no ocurre en B. bovis; sin embargo, el alto grado de patogenicidad
de B. bovis en el ganado bovino, que conduce a una parasitemia inferior al 1% durante la infeccion
aguda, también puede explicar los resultados obtenidos (Jaimes-Duefiez, Triana-Chéavez, Holguin-
Rocha, Tobon-Castafio, & Mejia-Jaramillo, 2018). La presencia de hemoglobina fetal (HbF) en
terneros se ha citado como una posible razén para el aumento de la resistencia a B. bovis (Bhat,
Singh, Singh, & Rath, 2017).

Las tasas de infeccion de la garrapata a B. bigemina son considerablemente mas altas, por
lo tanto, las tasas de transmision de esta especie también son mas altas a comparacion con B. bovis.
Como resultado, B. bigemina es la mas prevalente de las dos especies en rebafios donde ambas
estan presentes (Fivaz, Petney, & Horak, 2012).

B. bovis se asocia cominmente con una enfermedad mas grave a medida que los eritrocitos
infectados quedan secuestrados en los capilares cerebrales, lo que causa sintomas nerviosos y
muerte rapida a pesar de tener una baja parasitemia circulante en la sangre circulante (Chaudhry et
al., 2010). B bigemina causa una enfermedad maés leve, sin embargo, tiene una parasitemia mucho
mayor (Terkawi et al., 2011).

4.4 ANALISIS UNIVARIADO

4.4.1 Prevalencia por tipo de finca
El valor p =0,0169 < 0,05 obtenido mediante analisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, varia de acuerdo al tipo de finca ganadera. La

prevalencia de acuerdo al tipo de finca se muestra en el anexo 11, las fincas destinadas para la
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produccion de leche y doble proposito presentaron la mayor prevalencia (42,91% y 45,61%
respectivamente). El resultado va asociado con la distribucién de muestreo, ya que las fincas
destinadas para la produccion de leche y doble propésito tuvieron la més alta distribucién de
animales muestreados, 42,86% Yy 42,42% respectivamente.

El valor p =0,0324 < 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, varia de acuerdo al tipo de finca ganadera. En el anexo
12 se puede observar que las 6 muestras positivas a B. bovis provenian de haciendas de doble
propdsito lo que explica el valor p obtenido, mientras que para B. bigemina la mayor cantidad de

resultados positivos provenian de haciendas destinadas para la produccion de leche (45,24%).

4.4.2 Prevalencia por sexo

El valor p =0,4105 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, no varia de acuerdo al sexo del ganado bovino.
La prevalencia de acuerdo al tipo de finca se muestra en el anexo 13, se evidencia que la mayoria
de resultados positivos provenian de hembras muestreadas, este resultado va asociado con la

distribucion de muestreo, ya que se muestrearon 430/462 hembras (93,07%).

El valor p =0,2495 > 0,05 obtenido mediante analisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, no varia de acuerdo al sexo del ganado bovino. En el
anexo 14 se puede observar que las 6 muestras positivas a B. bovis provenian de hembras, de igual
manera para B. bigemina la mayor cantidad de resultados positivos provenian de hembras 39/42

(92,36%).
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4.4.3 Prevalencia por raza

El valor p =0,8339 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, no varia entre las diferentes razas de ganado
bovino. El anexo 15 indica que, de todas las razas muestreadas, Brahman fue la raza con mayor
prevalencia (24,66%) a Babesia spp., este resultado va asociado con el namero de distribucién de
animales muestreados pertenecientes a la raza Brahman (27,27%).

Existe cierta imprecision en la literatura sobre la susceptibilidad relativa de las razas Bos
indicus y Bos taurus a Babesia spp., pero la mayoria de los estudios concluyen que Bos indicus es
mucho maés resistente (Bock et al., 2004).

El valor p =0,9822 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, no varia entre las diferentes razas del ganado bovino.
En el anexo 16 se puede observar que la mayor cantidad de resultados positivos a B. bovis
provenian de 2 muestras de ganado de raza Brahman y otras 2 muestras de ganado de raza Brown
Swiss, de igual manera para B. bigemina la mayor cantidad de resultados positivos provenian de 8

muestras de ganado raza Brahman y 8 muestras de ganado raza Brown Swiss.

4.4.4 Prevalencia por edad

El valor p =0,7158 > 0,05 obtenido mediante analisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, no varia entre las diferentes edades del ganado
bovino. La prevalencia de acuerdo a la edad se muestra en el anexo 17, se evidencia que la mayoria
de resultados positivos 152/296 (51,35%) provenian de ganado bovino de 37 a 72 meses de edad,
este resultado va asociado con la distribucion de muestreo, ya que se tomaron muestras de 241/462

(52,16%) animales de 37 a 72 meses de edad.
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El valor p = 0,6875 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, no varia entre las diferentes edades del ganado bovino.
En el anexo 18 se puede observar que 3 muestras positivas a B. bovis provenian de ganado de 19 a
36 meses y 2 muestras provenian de ganado de 37 a 72 meses de edad, mientras que para B.
bigemina la mayor cantidad de resultados positivos provenian de ganado bovino de 37 a 72 meses
de edad (92,86%).

4.4.5 Prevalencia en funcion de la temperatura

El valor p =0,0135 < 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, varia entre los rangos de temperatura medida
en el ganado bovino. La prevalencia en funcién de la temperatura se muestra en el anexo 19, el
ganado bovino con un rango de temperatura normal es el que presentd la mayor prevalencia
240/296 (81,08%).

El valor p =0,0309 < 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, varia entre los rangos de temperatura medida en el
ganado bovino. En el anexo 20 se puede observar que 3/6 (50%) muestras positivas a B. bovis
provenian de ganado bovino con un rango de temperatura normal, de manera similar para B.
bigemina la mayor cantidad de resultados positivos 37/42 (88,10%) provenian de ganado bovino
con un rango de temperatura normal.

Tanto como para B. bigemina y B.bovis, generalmente el primer signo clinico es fiebre alta

con temperaturas rectales que pueden llegar hasta los 45,5°C (Gasque, 2008).
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4.4.6 Prevalencia en funcion del hematocrito

El valor p =0,2715 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, no varia entre los rangos de hematocrito medido
en el ganado bovino. La prevalencia en funcién del hematocrito se muestra en el anexo 21, el
ganado bovino con un rango de temperatura normal es el que presentd la mayor prevalencia
284/296 (95,95%).

El valor p =1 > 0,05 obtenido mediante analisis estadistico, indica que la prevalencia
obtenida mediante PCR-RFLP, no varia entre los rangos de hematocrito medido en el ganado
bovino. En el anexo 22 se puede observar que 6/6 (100%) muestras positivas a B. bovis provenian
de ganado bovino con un rango de hematocrito normal, de manera similar para B. bigemina todos
los resultados positivos 42/42 (100,00%) provenian de ganado bovino con un rango de hematocrito

normal.

4.4.7 Prevalencia en funcion de las proteinas totales

El valor p =0,8975 > 0,05 obtenido mediante andlisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR convencional, no varia entre los rangos obtenidos de proteinas
totales en el ganado bovino. La prevalencia en funcion de proteinas totales se muestra en el anexo
23, el ganado bovino con un rango de temperatura normal es el que presentd la mayor prevalencia
254/296 (85,81%).

El valor p =0,0247 < 0,05 obtenido mediante analisis estadistico, indica que la
prevalencia obtenida mediante PCR-RFLP, varia entre los rangos obtenidos de proteinas totales en
el ganado bovino. En el anexo 24 se puede observar que 4/6 (66,67%) muestras positivas a B. bovis

provenian de ganado bovino con un rango de proteinas totales normal, de manera similar para B.
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bigemina la mayoria de resultados positivos 39/42 (92,86%) provenian de ganado bovino con un
rango de proteinas totales normal. Un aumento de la concentracion de proteinas totales en el suero
puede presentarse en casos de deshidratacion en el momento del muestreo (Tothova, Nagy, &
Kovac, 2016).

Los porcentajes obtenidos de prevalencia en funcion de temperatura, hematocrito y
proteinas totales respectivamente, se encuentran en su mayoria en rangos normales de cada uno de
estos factores, lo que sugiere que existe estabilidad enzodtica de la enfermedad. La aparicién de
babesiosis en una poblacion de ganado depende en gran medida de la frecuencia con que se
transmite la especie causante (Fivaz et al., 2012). Si hay una transmision frecuente del parasito,
todos los terneros se infectaran durante los primeros 6 a 8 meses de vida. Los terneros en este grupo
de edad estan protegidos por factores adquiridos por la madre y no especificos, y se desarrollara
inmunidad sin evidencia de enfermedad (Bock et al., 2004).

Las razas de ganado nativas de las regiones endémicas de Babesia a menudo tienen un
cierto grado de resistencia natural a la enfermedad y las consecuencias de la infeccion no son tan

graves como cuando se trata de razas exéticas (Fivaz et al., 2012).

4.4.8 Correlacion entre la prevalencia encontrada y los valores de temperatura,
hematocrito y proteinas totales
Para el analisis el hematocrito, proteinas totales y temperatura fueron transformadas en
variables binomiales de acuerdo al rango de valores normales en ganado vacuno, como se indica

en la tabla 15.
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Tabla 15

Temperatura, hematocrito y proteinas totales como variables binomiales.

Factor Normal Anormal
Temperatura Carne (36,7-39,1°C) Carne (<36,7 0 >39,1°C)
Leche (38,0-39,3°C) Leche (<38,0 0 >39,3°C)
Doble proposito (36,7-39,3°C)  Doble propésito (<36,7 0 >39,3°C)
Hematocrito 24-46% <24% 0 >46%
Proteinas totales 5,7-8,1 g/dL <5,70>8,1%

Fuente: Erickson et al. (2015) y Radostits, Gay, Hinchcliff, and Constable (2006)

El valor p obtenido (tabla 16), p > 0,05, al correlacionar la presencia de Babesia spp. y
hematocrito (normal, anormal), proteinas totales (normal, anormal), temperatura (normal,
anormal), indica que no existe una diferencia significativa entre los animales en un rango normal
y anormal de cada uno de los factores.

Tabla 16

Correlacion entre Babesia spp. y hematocrito, proteinas totales y temperatura.

Factor Valor p
Hematocrito 0,2300
Proteinas totales 0,4091

Temperatura 0,1758
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45 FACTORES DE RIESGO

Los valores obtenidos al realizar los andlisis estadisticos en Epiinfo se muestran en la tabla
17.

Tabla 17
Factores de riesgo de infeccion por Babesia spp. en la poblacion bovina de Pedernales, Manabi.

Factor Risk ratio Limite Limite Chi valor
(95% CI) inferior  superior cuadrado P

Trypanosoma spp. 1,0439 0,9909 1,0997 2,2506 0,0668
Sexo 1,0829 0,5433 2,1586 0,0512 0,4105
Movilizacién de

animales fuera de la 1,0600 0,8554 1,3136 0,2802 0,2983
finca

Presencia de garrapatas  0,5264 0,2318 1,1953 2,4757 0,0578

IC: intervalo de confianza

Se analizaron los resultados obtenidos en investigaciones paralelas de estudios a cerca de
la prevalencia de Trypanosoma spp. de las mismas 462 muestras (tabla 16). El analisis mostro que
Trypanosoma spp. no mostro ser un factor de riesgo (RR = 1,0439; IC del 95% = 0,9909-1,0997,
p = 0,0668), ya que el 1C95% contiene al valor nulo (RR=1), indicando que no se obtuvo una
asociacion significativa con la prevalencia obtenida de Babesia spp.

Los valores RR obtenidos para los factores sexo (macho y hembra) y movilizacion de
animales fuera de la finca (si, no) son muy cercanos al valor nulo (RR=1), lo que indica que la
probabilidad de que la enfermedad esté presente en un grupo es la misma probabilidad que la
enfermedad ocurra para el otro grupo y por ende no son un factor de riesgo para Babesia spp.

El factor presencia de garrapatas (si, no) en el ganado vacuno (RR = 0,5264; IC del 95% =
0,2318-1,1953, p = 0,0578), al presentar un valor RR menor a 1 indica que hay menor asociacion

entre la presencia de garrapatas y la enfermedad, esto podria deberse a que el propietario o
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encargado de la finca ganadera respondia a la pregunta de la encuesta de manera subjetiva y si
existia presencia o ausencia de garrapatas de manera general, no especificamente a garrapatas
vectores de Babesia spp. El uso de medicamentos como Imidocarb o Diaceturato de Diminazeno
en los animales muestreados pudo haber alterado la toma de datos sobre la presencia de garrapatas
durante el muestreo.

Los resultados obtenidos muestran que no se puede asegurar que existe una relacion entre
el sexo, hematocrito, proteinas totales, temperatura, movilizacion de animales fuera de la finca o
presencia de garrapatas y la prevalencia de Babesia spp. encontrada en este estudio, es decir
ninguno de estos factores puede ser utilizado para determinar si un animal es portador del parasito.
Esto es debido a que, a pesar de la alta prevalencia detectada mediante PCR convencional, las
pruebas rapidas de laboratorio realizadas y el diagnostico hecho mediante observacion durante el
muestreo, los animales se encontraban en condiciones normales. Gasque (2008) menciona que, por
lo general, babesiosis no produce enfermedad clinica, sin embargo, en animales de avanzada edad
los sintomas pueden ser muy severos dependiendo de la patogenicidad y zona geogréfica.

Los animales con babesiosis subclinica se convierten en portadores cronicos del protozoo
y por lo tanto en fuentes de infeccion por los vectores especificos o garrapatas. Usualmente el
diagnostico de infecciones por piroplasma se basan en hallazgos clinicos y en examen
microscopico de frotis de sangre tefiidos con Giemsa, sin embargo, este método no es lo
suficientemente sensible o suficientemente especifico para detectar portadores crénicos (Altay et
al., 2008), en especial cuando ocurren infecciones mixtas, es por eso que el uso de técnicas

moleculares permiten una deteccion sensible y especifica de los hemoparasitos.
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4.6 GEORREFERENCIACION
Se realizo la georreferenciacion a partir de los resultados de prevalencia por finca ganadera
obtenidos (figura 8 y 9), lo que permitié evidenciar la ubicacion en la que aparece la enfermedad
con respecto a la ubicacién geogréfica. El anexo 25 permite observar la prevalencia de Babesia

spp. de acuerdo a las localidades del canton Pedernales, provincia de Manabi, Ecuador.
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Figura 8. Distribucion geografica de Babesia spp. en el ganado bovino de la parroquia

Pedernales, canton Pedernales, provincia de Manabi - Ecuador.

La figura 8 muestra la distribucion geogréafica de los resultados a Babesia spp., se observa
que las fincas ganaderas FG17, FG21, FG28 y FG30 presentaron la mayor prevalencia a la
enfermedad (91,67%, 86,67%, 93,33% y 100% respectivamente). A medida que las fincas

ganaderas se alejan de estos puntos existe una disminucion en la prevalencia.
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Figura 9. Distribucion geografica de Babesia spp., Trypanosoma spp. y Brucelosis en el ganado

bovino de la parroquia Pedernales, canton Pedernales, provincia de Manabi - Ecuador.

En la figura 9, se observa que todas las fincas ganaderas que presentan casos positivos a

Babesia spp. se encuentran cerca de cuerpos hidricos. Catley and Irungu (2000), mencionan que

los cuerpos de agua son fuentes de contagio de enfermedades debido a que aqui se reinen animales

de diferente procedencia aumentando la probabilidad de exposicion con animales enfermos en

busca de agua.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES
Se determiné una prevalencia de 64,35% para Babesia spp. mediante PCR convencional en

el canton Pedernales, provincia de Manabi — Ecuador.

La prevalencia a Babesia bovis fue de 12,50% y la prevalencia a Babesia bigemina fue de

87,50% mediante el uso de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion.

No existié diferencia significativa en la temperatura, hematocrito o proteinas totales entre

los animales positivos y negativos a Babesia spp.

A pesar de la alta prevalencia encontrada, no se encontraron factores de riesgo asociados.

La presencia de Babesia spp. en las 31 fincas ganaderas indica que existe una situacion
endémica estable, por lo que probablemente la enfermedad clinica ocurre raramente o no ocurre en

absoluto.

La Georreferenciacion de los resultados obtenidos, permiti6 evidenciar la distribucién de la
enfermedad en las diferentes localidades, lo que permitira tomar medidas de control que eviten la

dispersion de la enfermedad.



72
CAPITULO 6
RECOMENDACIONES

Realizar un nuevo muestreo durante la época de lluvia, para evaluar si existe una variacion
en la prevalencia o estado de los animales.

Es necesario realizar pruebas complementarias de laboratorio (hemoglobina y volumen
corpuscular medio) que confirmen el estado fisiologico de los animales muestreados.

Utilizar la informacion generada a partir de esta investigaciébn para un estudio
epidemioldgico avanzado adicional y para aplicar medidas de control de enfermedades transmitidas
por hemotrdpicos.

Realizar un andlisis filogenético de las muestras obtenidas que permitan idear medidas de

control especificas para Babesia spp. en Ecuador.
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