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Resumen
La babesiosis canina es una enfermedad de los canes ocasionada por el protozoario
intraeritrocitico denominado Babesia spp. B. canis se ha clasificado en 3 subespecies a
la vez, B. canis vogeli, B. canis rossi y B. canis canis, donde B. canis vogeli es la
mayormente distribuida en el mundo por su vector R. sanguineus, el cual se ha
comprobado que se encuentra presente en el Ecuador. En el pais no existen reportes
sobre la identificacién de B. canis, es por ello que el objetivo del estudio es la identificacion
y caracterizacion molecular de Babesia canis en el albergue “Narices frias” ubicado en la
provincia de Santo Domingo de los Tséachilas. El estudio se llevé a cabo en 2 provincias,
en Santo Domingo de los Tséachilas se obtuvo muestras de 2 localizaciones del refugio
donde se muestrearon un total de 54 perros y en la provincia de Manabi se obtuvieron 22
muestras de Chone y 26 de Bahia de Caradquez. Luego de las extracciones de ADN y
usando el kit y el protocolo de AccuPower® Babesia para PCR convencional, en la
segunda localizacién de Santo Domingo de los Tsachilas (34 animales) se encontré una
prevalencia de 2,94 % (1/34) por PCR, y de la misma forma se encontré una prevalencia
de 2,94 % (1/34) para los frotis sanguineos tefiidos, donde a través de secuenciacion se
encontré similitud a B. canis vogeli, mientras que en Manabi se encontr6 una prevalencia
de 3,84% (1/26) por PCR en Bahia de Caraquez. En este estudio se demuestra la
presencia de B. canis en el Ecuador, por lo que se debe estudiar ampliamente en el pais

para conocer su distribucion e importancia.

Palabras clave:

e BABESIOSIS CANINA,
e BABESIA CANIS,

o CANINOS,

R. SANGUINEUS
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Abstract
Canine babesiosis is a disease of dogs caused by the intraerythrocytic protozoan called
Babesia spp. B. canis has been classified into 3 subspecies at once, B. canis vogeli, B.
canis rossi and B. canis canis, where B. canis vogeli is the most widely distributed in the
world due to its vector R. sanguineus, which has been found to be present in Ecuador.
There are no reports on the identification of B. canis in the country, which is why the
objective of the study is the identification and molecular characterization of Babesia canis
in the "Narices Frias" shelter located in the province of Santo Domingo de los Tsachilas.
The study was carried out in 2 provinces, in Santo Domingo de los Tséachilas samples
were obtained from 2 locations of the shelter where a total of 54 dogs were sampled and
in the province of Manabi 22 samples were obtained from Chone and 26 from Bahia de
Caraquez . After DNA extractions and using the AccuPower® Babesia kit and protocol for
conventional PCR, in the second location of Santo Domingo de los Tsachilas (34 animals)
a prevalence of 2.94% (1/34) was found per PCR, and in the same way a prevalence of
2.94% (1/34) was found for the stained blood smears, where similarity to B. canis vogeli
was found through sequencing, while in Manabi a prevalence of 3.84% (1/26) by PCR in
Bahia de Caraquez. This study demonstrates the presence of B. canis in Ecuador, so a

lot of study must be done in the country to know its distribution and importance. Summary

Keywords:

e CANINE BABESIOSIS,
e BABESIA CANIS,
o CANINES,

R. SANGUINEUS.
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Capitulo |
Introduccion
La babesiosis es una enfermedad zoonoética emergente distribuida en todo el
mundo, resultada de la infeccibn de los eritrocitos por Babesia spp, protozoo
intraeritrocitos, transmitido por una variedad de garrapatas (Beugnet & Moreau, 2015;
Irwin, 2009). Se ha reportado en la actualidad mas de 100 especies de Babesia, las
cuales tienen como hospedadores a vertebrados, incluyendo al ser humano (El-

Bahnasawy y otros, 2011).

Las garrapatas Rhipicephalus sanguineus, Haemaphysalis spp. y Dermacentor
spp. son las responsables de causar babesiosis en perros de todo el mundo, esta
enfermedad, de elevada morbilidad y mortalidad en caninos, puede originar un sindrome
gue se caracteriza por hipertermia y anemia, y que al complicarse puede ser mortal

(Solano-Gallego & Baneth, 2011; Irwin, 2009).

En las Ultimas décadas, se ha encontrado que al menos siete especies del
piroplasma son capaces de infectar a perros en el mundo (Irwin, 2009; Solano-Gallego &
Baneth, 2011). La babesiosis canina es provocada por hemoparasitos que se clasifican
como grandes (5x 2,5 um) o pequefios (2x 1,5 um), la Babesia canis o Babesia grande
se divide en 3 sub especies, Babesia canis canis, Babesia canis rossi y Babesia canis
vogeli, siendo B. canis vogeli la especie mas distribuida en el mundo (Kuttler, 1988;

Schetters, 2005; Matijatko y otros, 2012).

La babesiosis canina puede causar una enfermedad de leve a grave, teniendo
esto poca relacion directa con la parasitemia (Uilenberg y otros, 1989). Las principales
manifestaciones clinicas agudas son fiebre, anorexia, letargo y deshidratacién, mientras
que las anomalias clinicopatolégicas son trombocitopenia normocitica de leve a

moderada, anemia normocrémica no regenerativa, neutropenia, pigmenturia,
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bilirrubinemia y bilirrunuria (Bourdoiseau, 2006; Carli y otros, 2009; Solano-Gallego vy

otros, 2008).

La babesiosis en los bovinos, genera un impacto econémico considerable, de igual
manera, los caninos pueden afectarse y al ser estos animales de compafia generan un
impacto econémico y sentimental (Gray & Weiss, 2008). Los factores socioeconémicos y
ecoldgicos, el turismo, viajes, el cambio climatico, y la movilidad de perros han cambiado
la distribucion de garrapatas y los patrones de infeccién de babesiosis canina (Bili¢ y
otros, 2018; Maggi & Kramer, 2019). La garrapata R. sanguineus es uno de los vectores
mas distribuidos en el mundo en zonas tropicales y subtropicales, incluyendo América
Latina, la cual es una region con una de las mayores biodiversidades del mundo
(Pauchard & Barbosa, 2013; Gray & Weiss, 2008). R. sanguineus es la causante de B.
canis vogeli, siendo la especie de Babesia mas extendida en América Latina,
encontrandose también en areas templadas de Argentina y Chile (Schnittger y otros,
2012). Ecuador, es uno de los paises que tiene regiones tropicales y subtropicales, y por
ellos es un ambiente apto para la multiplicacién del vector de B. canis (Guillén & Mufioz,
2015). Ademas, se ha encontrado a Babesia spp. en bovinos de la zona de Quito a una
altitud de 2469 msnm, siendo la mayor altitud reportada para animales con babesiosis, y
demostrando que los cambios climaticos y la movilidad de animales portadores del vector
han permitido la presencia de babesiosis en nuevas areas geograficas (Chavez-Larreay

otros, 2021).

Algunos paises de América Latina han reportado baja y alta prevalencia de
babesiosis canina, se han encontrada baja prevalencia en localidades de Peru (1,4%),
Venezuela (2,2%), Brasil (3,3%), Colombia (5,5%) y Argentina (7,7%) (Temoche y otros,
2018; Criado-Fornelio y otros, 2007; Silva y otros, 2012; Vargas-Hernandez y otros, 2012;

Mascarelli y otros, 2016). Mientras que se reportd alta prevalencia en localidades de
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Nicaragua (15,4%), Brasil (23,4%) (Wei y otros, 2014; Jojima y otros, 2008). Sin embargo,
en el caso de Ecuador, no se han presentado reportes de identificacion molecular para B.
canis vogeli, a pesar de que el vector se encuentra en el pais (Panti-May & Rodriguez-

Vivas, 2020).

Objetivos del proyecto
Objetivo general
Identificacion y caracterizacion molecular de Babesia canis en el albergue

“Narices frias” de Santo Domingo de los Tsachilas.

Objetivo especifico
e Determinar la presencia de Babesia canis mediante frotis sanguineo en
hematocitos de los caninos.
e Caracterizar molecularmente Babesia canis en caninos provenientes de
refugios.
e Analizar y construir mediante herramientas bioinformaticas el arbol filogenético

de las muestras positivas para Babesia canis.
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Capitulo 1l

Revision de Literatura

Historia

A finales del siglo XIX, Babes descubrié microorganismos en eritrocitos de ganado
bovino en Rumania, estos fueron asociados con la hemoglobinuria bovina o fiebre de las
aguas rojas (Babes, 1888). En 1893 Smith y Kilborne reportaron la primera transmisién
de un parasito protozoario en ganado bovino, el cual fue llamado Pyrosom bigeminum, el
cual fue demostrado que se transmitia por medio de garrapatas (Smith & Kilborne, 1893).
También en ese afio, Starcovici nomind a estos parasitos como Babesia bovis, Babesia
ovis y Babesia bigemina, respectivamente (Starcovici, 1893). El nombre de piroplasma
aln es una denominacion muy usada y se debe a que los parasitos después de la

multiplicacién suelen tener forma de pera (Uilenberg, 2006).

Generalidades

Babesiosis es una enfermedad producida por protozoos intraeritrociticos del
género Babesia spp., es transmitida por garrapatas y es una de las enfermedades
infecciosas mas importantes que afecta a animales domésticos, salvajes e incluso aves;
Ademas auln presenta importantes desafios para su diagnostico y terapia en todo el

mundo (Hunfeld y otros, 2008; Martinez-Garcia y otros, 2021).

Actualmente, existen mas de 100 Babesia spp., reportadas en huéspedes
vertebrados, incluyendo al hombre (El-Bahnasawy y otros, 2011). La gravedad de la
enfermedad va a depender de diferentes factores como, la especie de Babesia implicada,
edad y estado inmunitario del huésped (Irwin, 2009). Los eritrocitos infectados por
algunas especies (B. bovis, B. canis) pueden quedar atrapados en los capilares

cerebrales causando Babesiosis cerebral.
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La respuesta inmunitaria del huésped tiene un rol importante en la patogénesis de
la babesiosis mediante la lisis de eritrocitos mediada por el sistema inmune y la
sobreproduccion de agentes farmacol6gicamente activos (Irwin, 2009; Tamzali, 2013;

Vannier y otros, 2008).

Clasificacién de Babesia en canes

De modo tradicional, el género Babesia se clasificaba segin su morfologia,
especificidad de huésped/vector y susceptibilidad a los farmacos. Por su morfologia
existen dos tipos de Babesia, las Babesia de grupo pequefio, son trofozoitos de 1,0-2,5
pum, incluyendo B. gibsoni, B. microti y B. rodhaini, mientras que las del grupo grande
miden de 2,5-5,0 um e incluyen a B. bovis, B. caballi y B. canis., la clasificacion es
acertada con la caracterizacion filogenética basada en secuencias del gen de rARN (18S
rADN), que indica la division de dos grupos filogenéticos de las Babesia grandes y
pequefias, donde la Babesia pequefia se relaciona mas con Theileria spp., a excepcion
de B. divergens, la cual en frotis se observa pequefa pero por filogenia se acerca mas a
la Babesia grande (Beugnet & Moreau, 2015). Por otra parte, se demostré que B. canis
se dividia en tres subespecies porque a pesar de la morfologia idéntica, el vector,
inmunidad cruzada y patogenicidad son diferentes, es por ello, que por medio de analisis
filogénico B. canis se dividio en los sub especies B. canis canis, B. canis rossi y B. canis

vogeli (Schnittger y otros, 2012; Lack y otros, 2012; Uilenberg, 2006).

Respuesta inmunitaria

Los mediadores proinflamatorios son producidos por macr6fagos tisulares,
monocitos, mastocitos, células endoteliales, plaquetas y otros elementos celulares que
son inducidos por agentes infecciosos. Las citosinas pro inflamatorias, TNF-a, IL-1 y la
IL-6 son las méas conocidas, ademas, los eventos tempranos en la respuesta inflamatoria,

provoca la produccién de cortisol, el cual es un potente mediador inflamatorio, mientras
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gue IL-4 e IL-10 desactivan la produccién de monocitos. La accion combinada de los
mecanismos mencionados, conduce la finalizacion de la infeccion (Matijatko y otros,
2012; Nystrom, 1998). De igual manera, se ha reportado un rol importante de las citocinas
proinflamatorias en la babesiosis humana (Shaio & Lin, 1998), bovina (Shoda y otros,
2000), equina (Hanafusa y otros, 1998), y canina (Schetters y otros, 2009), sin embargo,
la Unica citocina proinflamatoria que se investigado mas en profundidad es el TNF-a y el
tnico mediador antiinflamatorio estudiado en la babesiosis canina es el cortisol (Matijatko

y otros, 2012).

Especies de Babesia en animales domésticos

Los animales domésticos mas comunes que son afectados por alguna especie de
Babesia son los bovinos, bafalos, renos, cerdo, ovejas, burros, mulas, cabras, perros y
gatos. En la Tabla 1, indica las especies de Babesia que afectan a estos animales

domésticos (Uilenberg, 2006).

Tabla 1

Especies de Babesia que afectan a animales domésticos (Uilenberg, 2006).

Especies Anfitrién(es) Genero del vector

domeéstico(s)

B. occultans Ganado Hyalomma
B. ovata Ganado Haemaphysalis
B. major Ganado Haemaphysalis
B. bigemina Ganado, bufalo Boophilus,

B. bovis

Ganado, bufalo

Rhipicephalus
Boophilus,

Rhipicephalus




Especies Anfitrién(es) Genero del vector
domeéstico(s)

B. orientalis Bufalo Rhipicephalus

B. beliceri Ganado Hyalomma

B. jakimovi Ganado, renos Ixodes

B. jakimovi Ganado, renos Ixodes

B. perroncito Cerdo Desconocido

B. trautmanni Cerdo Rhipicephalus

B. crassa Ovejas, cabras Desconocido

B. motasi Ovejas, cabras Haemaphysalis

B. ovis Ovejas, cabras Rhipicephalus

B. caballi Caballo, burro, mula Dermacentor,
Hyalomma,
Rhipicephalus

B. canis rossi Perro Haemaphysalis

B. canis vogeli Perro Rhipicephalus

B. canis canis Perro Dermacentor

B. gibsoni y otros Perro Haemaphysalis,

pequefios Rhipicephalus

piroplasmas de

perros

B. (canis) presentii Gato Desconocido

B. felis Gato Desconocido

21
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Distribucién de Babesia canis
Las babesias grandes o B. canis, actualmente se clasifican segun su vector,
distribucion y patogenicidad, como B. canis canis, B. canis rossiy B. canis vogeli (Carret

y otros, 1999; Uilenberg y otros, 1989; Irwin, 2009).

B. canis vogeli es trasmitida por la garrapata marron del perro, Rhipicephalus
sanguineus, la cual esta extendida en regiones tropicales y subtropicales del mundo, B.
canis canis es transmitida por las garrapatas del género Dermancentor y reportadas en
Europa, B. canis rossi es transmitida por Haemaphysalis spp. y ha sido reportada en
Sudafrica, y algunas areas de Africa como, Nigeria y Sudan, B. conradae se ha
reconocido en Estados Unidos, y B. gibsoni es transmitida por Haemaphysalis longicornis,
y originalmente descrita en Asia. Curiosamente, se puede encontrar también en perros
pitbull de paises no asiéaticos, y se considera que se transmite por la mordedura de perros

infectados a no infectados durante peleas (Zahler y otros, 1998; Uilenberg, 2006).

En la Tabla 2 se observa la distribucién geografica de especies de Babesia en
canes, con sus vectores (Matijatko y otros, 2012; Solano-Gallego y otros, 2008; Solano-

Gallego & Baneth, 2011).
Tabla 2

Distribucion geografica de diferentes especies de Babesia y sus vectores (Matijatko y

otros, 2012; Solano-Gallego y otros, 2008; Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Talla Distribucién Vectores
Forma Especies
(um) geografica comprobados
Sudafrica, Nigeriay =~ Haemaphysalis
Grande (B. canis) B. rossi 2x5

Sudan leachii
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Talla Distribucién Vectores
Forma Especies
(um) geografica comprobados
Africa, Asia, Europa,
Norteamérica,
2.5 x Rhipicephalus
B. vogeli Centroamérica,
4.5 sanguineus
Sudameérica y
Australia
Dermancetor
B. canis 2x5 Europa
reticulatus
Babesia sp. Este de Estados
2x6 Desconocido
(Coco) Unidos
Haemaphysalis
B. gibsoni 1x3 Mundial sp. Rhipicephalus
Pequefia (B. sp.
gibsoni) B. conradae 0.3 -3 California R. sanguineus?
Sur de Europa, Ixodes
B. microti 1x25
Norteamérica hexagonus?

Morfologia de Babesia spp.

La longitud de la forma grande de piroplasma es mayor que el radio de un
eritrocito, 2,5 — 5 um, mientras que la Babesia pequefia tienen una longitud de 0,5y 2,5
um, ademas, B. canis tiene forma piriforme o de lagrima (Figura 1) y con frecuencia se
presenta mas de un merozoito en un eritrocito, mientras que las Babesia pequefias, como

B. gibsoni es mas pleomorfica (Figura 2) (Beugnet & Moreau, 2015).



Figura 1

Esporozoitos de Babesia canis en eritrocitos en tincion May Grunwald Giemsa

Nota: Tomado de (Beugnet & Moreau, 2015).

Figura 2

Esporozoitos de Babesia gibsoni en eritrocitos en tincion May Grinwald Giemsa

c

Nota: Tomado de (Beugnet & Moreau, 2015).

24



25

Taxonomia de Babesia spp.

Clasificacion taxonémica de Babesia canis (Jorgensen y otros, 2011).

Phylum: Apicomplexa

Clase: Sporozoasida

Orden: Piroplasmorida

Familia: Babesiidae

Género: Babesia

Especies: B. canis, B. gibsoni.

Ciclo de vida de Babesia spp.

El ciclo de vida de las especies de Babesia ocurre en garrapatas y vertebrados,
presenta una reproduccion sexual y asexual respectivamente, y consta de una fase de
merogonia, gamogonia y esporogonia (Figura 3) (Mehlhorn & Schein, 1984; Martinez-

Garcia y otros, 2021)

El ciclo inicia una vez que la garrapata infectada se alimenta del huésped
vertebrado e inocula saliva infectada con esporozoitos (fase infectiva de Babesia spp.),
los cuales viajan mediante el torrente sanguineo y se introducen en los glébulos rojos,
después el hemoparasito pasa a ser trofozoito, y a través de fisién binaria el trofozoito
pasa a ser dos merozoitos en la fase de merogonia, asi que lisan el eritrocito e invaden
un nuevo eritrocito, sin embargo, que el hemoparasito pasa a ser dos 0 mas merozoitos
depende de la especie de Babesia. La fase de gamogania inicia en el huésped
vertebrado, los merozoitos maduros se transforman en pregametocitos, si es que la

garrapata ingiere eritrocitos infectados del parasito, estos se destruyen pero algunos de
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estos sobreviven y se convierten en gametocitos para dar inicio a la fase sexual (Chauvin
y otros, 2009; Jalovecka y otros, 2018; Jalovecka y otros, 2019; Mehlhorn & Schein,

1984).

Posteriormente de la ingestion, se da la aparicion de cuerpos alargados, con forma
de punta de flecha, los cuales son gametos conocidos como strahlenkdrper o cuerpos
con rayos (Chauvin y otros, 2009). En la luz del tracto digestivo de la garrapata, los
gametos se fusionan para formar un cigoto alargado de 8 a 10 um de longitud o conocido
como ookinete, la punta del ookinete permite penetrar en las células intestinales de la
garrapata, donde por medio de divisiobn meiotica se produce un kinete, el cual viaja
mediante la hemolinfa e invaden el tejido de garrapatas, el kinete se disemina en glandula
salival y se transforma en esperoblastos (Chauvin y otros, 2009; Gray & Weiss, 2008;

Jalovecka y otros, 2019; Mehlhorn, 1988).

Los esperoblastos permanecen inactivos en el citoplasma de las células de las
glandulas salivales hasta que la siguiente generacion de garrapatas o la siguiente etapa
de garrapatas, después de la muda, se adhieran a un huésped vertebrado, lo que permite
la transmision transestadial, estos esperoblastos pueden producir de 5000 a 10000
esporozoitos piriformes diferenciados con un polo apical ancho que muestra el organelo
durante la fase de esporogonia y finalmente se liberan en el torrente sanguineo del
vertebrado, hasta repetir el ciclo, pero en el caso de B. canis no ha demostrado
esporantes y la formaciéon de esporozoitos piriformes tipicos, aparénteme resultan de la

fisibn binaria sucesiva del kinete (Mehlhorn & Schein,1984; Schein y otros, 1979).
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Figura 3

Ciclo de vida de Babesia spp.

Nota: Tomado de Martinez-Garcia y otros, 2021

Sintomatologia de la Babesiosis canina

Los signos clinicos de babesiosis canina dependen de la especie infectante, la
sefalizacion y la inmunidad del huésped, ademas, el tiempo de incubacién es de 10 a 28
dias, por lo cual la enfermedad se manifiesta después de que la garrapata vector se ha
alimentado y separado del huésped (Schoeman, 2009). B. canis canis es de signos leves,

mientras que B. canis rossi es asociado a enfermedad mas grave (Shakespeare, 1995).

Para B. canis canis, las manifestaciones clinicas son fiebre, letargo, anorexia e
ictericia, y las anomalias clinicopatol6gicas pueden ser, trombocitopenia, anemia no
regenerativa normocitica, normocromica normocitica de leve a moderada, anemia

regenerativa poco frecuente, neutropenia, pigmenturia, bilirribinemia, y bilirrubina debido
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a hemodlisis (Bourdoiseau, 2006; Carli y otros, 2009; Solano-Gallego y otros, 2008). B.
canis vogeli presenta como manifestaciones clinicas, fiebre, letargo, anorexia e ictericia,
mientras que las anomalias clinicopatolégicas pueden ser, anemia hemolitica
regenerativa inmunomediada, anemia no regenerativa, leucocitosis, leucopenia y

trombocitopenia (Carli y otros, 2009; Solano-Gallego y otros, 2008).

B. canis rossi puede no presentar complicaciones, como también presentarlas, las
manifestaciones clinicas sin complicaciones pueden ser, fiebre, letargo, anorexia, palidez,
membranas mucosas y esplenomegalia, mientras que las anomalias clinicopatoldgicas
sin complicaciones pueden ser anemia leve a moderada, trobocitopenia, leucocitosis,
pigmenturia, bilirrubinemia y bilirrubinura. Las manifestaciones clinicas cuando existe
complicacién son, insuficencia renal aguda, ictericia, hipotension, sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA), vomitos, diarrea, pancreatitis, mialga, rabdomidlisis, ascitis,
edema pulmonar, afectacion cerebral y renal, y manifestaciones hiperagudas y shock.
Las anomalias clinicopatoldgicas en B. rossi complicada pueden ser, desiquilibrios acido-
base metabdlicos y respipiratorios mixtos, azotemia renal, coagulopatia, CID, anemia
hemolitica inmunomediada, hipoglucemia e hiperlactemia (Jacobson, 2006; Keller y otros,

2004; Leisewitz y otros, 2001).

Tratamiento de babesiosis canina
El tratamiento para la babesiosis canina se da por 3 fases: tratamiento para
eliminar el parasito, transfusiones de sangre para tratar la anemia grave y atencién de

apoyo para los trastornos metabdlicos (Koster y otros, 2015).

B. canis canis, B. canis rossi y B. canis vogeli se pueden tratar con mayor éxito
con aceturato de diminazeno, en dosis de 3.5 mg/kg por via subcutanea o intramuscular
(Schoeman, 2009). También se pueden tratar con dipropionato de imidocarbo, en dosis

de 5,0 a 6,6 mg/kg administrados por via subcutanea o intramuscular dos veces en un
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intervalo de dos a tres semanas, ademas, en la babesiosis aguda existe respuesta
terapéutica rapida, con aumento de produccién de nuevos glébulos rojos en 12 a 24 horas

(Uilenberg y otros, 1981; Vercammen y otros, 1996; Vial & Gorenflot, 2006).

Métodos de diagnostico
Métodos directos de identificacion
Frotis de Sangre

La identificacion de Babesia se realiza mediante el uso de frotis de sangre con
tincion de naranja de acridina o tincion Giemsa, sin embargo la sensibilidad de los frotis
tefidos es baja, por lo cual se pueden observar falsos negativos (Alvarez y otros, 2019;
Wagner y otros, 1992). Otras tinciones que se usan son Diff-Quick o0 Romanowsky, de
Field y de Wright en frotis de sangre o tejidos infectados como ganglios linfaticos o bazo
(Beugnet & Moreau, 2015). La identificacion de B. gibsoni en frotis sanguineo puede ser
dificil porque muchos de los eritrocitos en perros anémicos estan vacuolados y picados
(Conrad y otros, 1991). Por ello, una de las caracteristicas mas importantes es que este
método solo es Util para identificar eritrocitos infectados durante la fase aguda de la
enfermedad, debido a que puede existir baja cantidad de parasitos en la sangre circulante

(Bock y otros, 2004).

Métodos moleculares

PCR convencional

En la PCR convencional se ha usado los genes de ARN ribosomal 18S, 5.8S, 28S
y las ITS, pero algunos investigadores también usan otros loci, como el p18/BgTRAP

(Fukumoto y otros, 2001; Irwin, 2009).

La PCR es més sensible que el examen de frotis de sangre y permiten la
deteccion precisa a nivel de especie, subespecie o genotipo (Halos y otros, 2014;

Matijatko y otros, 2012; Halos y otros, 2013). Ademas, la deteccion por microscopia es
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desventajosa porque el limite de deteccién es de aproximadamente 5000 eritrocitos
infectados por mL, la PCR detecta cargas de parasitos en la region de 50 organismos por

mL (Birkenheuer y otros, 2003; Trotta y otros, 2009).

Las ventajas de esta técnica es que tiene altas tasas de sensibilidad y especificad
analiticas y diagnosticas, y es mas sensible que el frotis 0 que un cultivo in vitro del
parasito, las desventajas pueden ser que la configuracion y ejecucion requiere de
habilidades técnicas, también esta la posibilidad de contaminacion cruzada (Alvarez y

otros, 2019).

La PCR tiene la capacidad de identificar el ADN del parasito en animales
infectados de forma crénica y se puede mejorar realizandola mas de una vez, pero es
recomendable realizar ensayos de serologia como prueba de diagnéstico

complementaria y alternativa (Jefferies y otros, 2007; Goo y otros, 2008).

Técnicas modificadas de PCR

La morfologia del parasito no permite especificar la especiacion del parasito, es
por ello que se han usado modificaciones de la PCR para diferenciar entre especies de
Babesia, se ha reportado que la RFLP-PCR y PCR anidada diferencian B. vogeli y B.
gibsoni en Australia, y entre especies de grandes Babesia (Jefferies y otros, 2007; Zahler

y otros, 1998; Irwin, 2009).

Otra técnica es RT-PCR, la cual permite la cuantificacion de los niveles de
patdgenos en muestras de sangre y tejidos, donde su producto puede ser usado para
deducir el nimero inicial de moléculas diana e inferir en los niveles de parasitos dentro
del huésped (Irwin, 2009). La técnica RT-PCR tiene como ventaja que usa menos

cantidad de material molde en comparacion de la PCR convencional, sin embargo
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requiere de equipos costosos y experiencia y habilidades para realizar el ensayo (Alvarez

y otros, 2019).

LAMP

LAMP es una técnica rapida, econémica y altamente sensible y especifica, se
basa en la sintesis de desplazamiento de cadena de ciclo automatico de ADN objetivo
por la ADN polimerasa Bst en condiciones isotérmicas, ademas permite la identificacion
y discriminacién entre especies de B. bovis y B. bigemina, la sensibilidad analitica de la
técnica LAM es de 0,1 pg de ADN para el ensayo de ambas especies (Alvarez y otros,

2019; Liu y otros, 2012).

LAMP es considerado un método de diagnéstico simple que no necesita de un
equipo especial, es rapido y tiene bajo riesgo de contaminacion, y es un ensayo que se

puede usar en un gran numero de muestras en el campo (Alvarez y otros, 2019).

Métodos seroldgicos

En ganado criado en areas endémicas de Babesia, los parasitos se pueden
encontrar en el torrente sanguineo en cantidades muy bajas, por esto, los métodos
seroldgicos como IFAT, ELISA y CFT se usan de forma rutinaria, por otra parte, estos
métodos tienen como desventaja que los titulos altos de anticuerpos no necesariamente
prueban la presencia de infeccion parasitaria elevada, ni inmunidad protectora, también
se pueden presentar falsos negativos incluso cuando existen pardsitos circulantes o

animales protegidos por inmunidad estéril (Alvarez y otros, 2019; Holman y otros, 2005).
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Capitulo Il

Materiales y métodos

Toma de muestra de sangre

Para la obtencién de la sangre periférica de los caninos, se realizaron muestreos
en Santo Domingo de los Tsachilas y en la provincia de Manabi. En Santo Domingo, se
realizaron dos muestreos en diferentes ubicaciones del refugio “Narices frias” de la
ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas,” en el primer muestreo se obtuvo 20 muestras,
mientras que en el segundo se obtuvieron 34 muestras mas. Posteriormente, se realiz
el otro un muestreo en la provincia de Manabi, donde se obtuvo 22 muestras de un refugio
de voluntariado ubicado en el cantén Chone, y 26 muestras de una clinica veterinaria
localizada en el cantén Sucre, en la ciudad Bahia de Caraquez. En total, en el estudio se
recolectaron 102 muestras al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de las

Fuerzas Armadas-ESPE sede Santo Domingo.

Extraccion de sangre periférica

Se procedi6 a inmovilizar a los caninos con un bozal, de ser necesario se depild
la zona de puncién y se esterilizé con alcohol. Luego, se realizé un torniquete para mejorar
la visibilidad de la vena cefalica y ubicarla mejor, en la cual se introdujo la aguja 21G de
una jeringuilla de 3 ml, luego la sangre obtenida se recolecté en tubos con EDTA.
Preparacion de frotis sanguineo

A partir de la sangre recolectada, se coloca en un portaobjeto una gota de sangre
de 5 um, y con otro portaobjeto de forma horizontal en un angulo de 45 °, se extiende la

gota de sangre, formando una capa delgada y homogénea.
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Tincion Giemsa en frotis sanguineos

Al estar secos los frotis sanguineos después de unos 10 min, se procede a colocar

metanol absoluto en los portaobjetos durante 5 minutos, luego se agrega una solucion de

Giemsa desionizada (1:9) durante 20 minutos, después se lava y se deja secar a

temperatura ambiente. Se observo los frotis de la sangre canina en el microscopio

Euromex iScope con un objetivo de 100x.

Extracciéon de ADN total

El protocolo usado en la extracciéon de ADN total fue adquirido del Instituto de

investigacion en Zoonosis-ClZ modificado por Rieras, Rojas & Zapata., (2010), el cual se

describe a continuacion:

1.

2.

Colocar 500 pL de sangre en un eppendorf de 1,5 uL

Afnadir 540 L de Buffer GR durante 1 minuto, homogenizado rapidamente con un
vortex. El Buffer GR estd compuesto por Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), Triton X-100
al 1% y sacarosa 600 mM.

Centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm, se descart6 el sobrenadante.

Repetir el paso 2 y 3 hasta 3 veces.

Agregar 180 pL de Buffer GB. El Buffer GB se compone de Tris-HCI 10 mM (pH
8.0), NaCl 400 mM y EDTA 2 mM.

Agregar 20 pL de Proteinasa K (20 mg/mL).

Agregar 6pL de SDS al 20%, y homogenizar con un vortex durante 1 minuto.
Incubar a 56 °C durante 2 horas, y después enfriar las muestras a temperatura
ambiente.

Agregar 90 pL de Acetato de potasio 3M y homogenizar suavemente invirtiendo

el vial.

10. Centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante.
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11. Repetir los pasos 9y 10.

12. Agregar 600 pL de etanol absoluto a -20 °C, incubar a -20 °C overnight.

13. Centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.

14. Lavar el pellet con 100 pL de etanol al 70%.

15. Centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.

16. Dejar secar el pellet a 37 °C.

17. Resuspender en 50 pL de Buffer TE e incubar a temperatura ambiente a 20
minutos.

18. Almacenar a -20 °C hasta su amplificacion.

Determinacion de calidad de ADN

Para determinar la calidad de ADN se realizé una corrida electroforética en un gel
de agarosa 0,8% (p/v) con bromuro de etidio (1/10000), en cada pocillo se carg6 3 pL de
buffer de carga Blue Juice 10x con 3 pL de ADN. Se corri6 el gel a 100 V durante 45
minutos y se observo las bandas del gel por medio del trasluminador Spectroline modelo

TVD-1000R Bi-O-Vision.

PCR para identificar Babesia spp.

Para la identificacion de Babesia spp. se usé el kit de PCR convencional,
AccuPower® Babesia PCR kit, el cual permite identificar 17 especies de Babesia spp.,
incluyendo Babesia canis. La metodologia y el programa de la PCR se realizé de acuerdo
a lo indicado en el protocolo del kit, los componentes del PreMix de AccuPower® Babesia
PCR kit se muestran en la Tabla 3, la composicion de la mezcla de la reaccion PCR se
indican en la Tabla 4 y las condiciones de la PCR en la Tabla 5, las condiciones de la
PCR se realizaron en el termociclador PRIME Thermal modelo 3PRIMEBASE (BIONEER,

2015).
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Tabla 3
Componentes del PreMix de AccuPower® Babesia PCR kit (BIONEER, 2015).

Componentes de Pre Mix AccuPower® Babesia PCR kit

Top DNA polymerase
dNTPs(dATP, dCTP dGTP ,dTTP)
Buffer de Reaccion con MgCl,
Tinte estabilizador y rastreador
8-MOP (disuelto en DMSO)

Primers para Babesia spp.

Tabla 4
Composicién de la mezcla de la reaccion de PCR para identificar Babesia spp.

(BIONEER, 2015).

Composicion de la mezcla de reacciéon PCR Cantidad
PreMix 1 tubo
Agua Ultra pura 20 L
ADN 2 UL

Tabla 5
Condiciones de amplificacion por PCR para la identificacién de Babesia spp. (BIONEER,

2015).

Proceso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

Pre-desnaturalizacion 94 5 min 1

Desnaturalizacion 94 20 seg 40
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Proceso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Hibridacion y Extension 65 1 min
Extension final 72 5 min 1
Mantenimiento 4 o0 -

Deteccion de los productos amplificados en la PCR

Para la identificacién del producto de la PCR, se prepard un gel de agarosa 2%
(p/v) con bromuro de etidio (1/10000), en cada pocillo se colocé 10 uL del producto de la
PCR, y se corri6 el gel de agarosa en 100 V, durante 45 minutos. Como control positivo
se uso el incluido en el kit en una disolucién 1/100. La corrida del gel se visualizé por

medio de radiacion UV con el trasluminador Spectroline modelo TVD-1000R Bi-O-Vision.

PCR convencional para identificar Babesia spp.

Se realiz6 la PCR convencional con el uso de los primers PIRO A (5-
AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’) y PIRO B (5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3),
gue amplifican una region variable del gen 18S rRNA. La composicion de la reaccion PCR
y las condiciones fueron estandarizadas a partir de la metodologia de Medina Naranjo et
al. (2017), modificada por Chavez-Larrea et al., 2021, indicadas en la Tabla 6 y Tabla 7,
esta PCR fue usada en las muestras 89 a 102 y en el producto PCR enviado a secuenciar.
El programa de la PCR se llevo a cabo en el termociclador PRIME Thermal modelo

3PRIMEBASE.
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Tabla 6

Composicion de PCR para identificacion de Babesia spp.

Reactivos Concentracion final Volumen (uL)

H,0 - 19.65
Buffer mas MgCl, 1.00 X 2.50
PIRO A 0.25 uM 0.63
PIRO B 0.25 uM 0.63
dNTP 0.20 mM 0.50
Taq 0.50 U/pL 0.10

ADN - 1

TOTAL 25.00
Tabla 7

Condiciones para la amplificaciéon por PCR para identificacion de Babesia spp.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 1 min
Hibridacion 55 1 min 30
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

Mantenimiento 4 P -
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Diagnostico de Babesia canis en los muestreos

Para el diagnostico de B. canis se realizé una PCR convencional con el protocolo
del AccuPower® Babesia PCR kit, usando los controles positivos que se incluian en el
kit. Las 101 muestras fueron evaluadas y se calculd la prevalencia del piroplasma en cada

una de las localizaciones del refugio, para ello se utilizé la formula:

Total de positivos

% Prevalencia = x 100

Total de muestras

Caracterizacion molecular
La muestra positiva a Babesia spp. de la ciudad de Santo Domingo fue
secuenciada por el laboratorio de investigacion de la Universidad de las Américas

(UDLA).

Ensamblaje y andlisis de similitud y homologia

La secuencia obtenida se ensamblo usando el programa MEGA para obtener la
secuencia consenso de la muestra. La similitud y homologia de la secuencia obtenida se
realizo por la herramienta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) para nucledétidos,
de la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI), el programa
permitid determinar la especie de Babesia al encontrar secuencias que presenten

similitud con la secuencia obtenida.

Andlisis filogenético

El analisis filogenético se realiz6 usando el programa MEGA aplicando el método
de méxima verosimilitud y el modelo de 3 parametros de Tamura. Para el andlisis se
usaron 23 secuencias de Babesia spp. y una secuencia de Hammondia heydorni como

grupo externo.
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Capitulo IV
Resultados
Frotis sanguineos en tincién Giemsa
Se observo e identifico a partir de la morfologia, la presencia de Babesia grande
0 B. canis en los eritrocitos de una de las localizaciones del refugio "Narices Frias”, los
protozoarios aproximadamente miden de 2.5 a 5 um, con forma piriforme o de lagrima,
caracteristico de las especies de Babesia de forma grande (Figura 4) (Beugnet & Moreau,
2015), sin embargo en las muestras obtenidas de la provincia de Manabi no se encontré

muestras positivas a B. canis, la distribucién del hemoparasito se observa en la Tabla 8.

Figura 4

Presencia de Babesia canis en eritrocitos de muestra obtenida de la localizacion N° 2 del refugio
“Narices frias”, 2021.
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Nota: A: en el campo 6ptico se observan ocho Babesia canis o Babesia grande y los eritrocitos. B:

en el campo éptico se observan cuatro Babesia canis o Babesia grande y los eritrocitos.

Tabla 8

Distribucion de muestras positivas a Babesia canis en 2 provincias de Ecuador en 2022.

Frotis
i Animal
Ciudades nimales muestreados (n) positivos Prevalencia (%)

1. Santo Domingo 20 0
2. Santo Domingo 34 1 2.94

Chone 22 0
Bahia de Caraquez 26 0

Total 102 1 2.94

ADN obtenido de sangre periférica

Se obtuvo ADN de 101 muestras de sangre periférica en canes (Figura 5), a partir
del protocolo adquirido del Instituto de investigacién en Zoonosis-ClZ modificado por
Rieras, Rojas & Zapata., (2010), a excepcidén de una muestra de la localizacion 1, la cual

presentaba una cantidad insuficiente de sangre para aplicar el protocolo.
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Figura 5.

Calidad de ADN obtenido a partir del protocolo de del Instituto de investigacion en
Zoonosis-ClZ modificado por Rieras, Rojas & Zapata., (2010).

42 43 44 45 46 47 48 49 50 2

—_— -

1
i Wiaa J

Amplificacion de fragmentos de Babesia spp.

En las muestras obtenidas de la primera localizacién del refugio “Narices frias” no
se encontrd ningln amplicébn que se pudiera comparar con el control positivo de
AccuPower® Babesia PCR kit (Figura 6). Sin embargo en la localizacion nimero dos si
se encontré6 un positivo para Babesia spp., al aparecer un amplicon de tamafio

equivalente al control positivo del kit (Figura 7).

En cuanto a las muestras de Manabi, no se encontrdé ningn amplicon presente
en las muestras obtenidas de Chone (Figura 8), pero en las muestras de la ciudad de
Bahia de Caraquez se encontré un positivo para Babesia spp, el cual se comparé con el

control positivo de AccuPower® Babesia PCR kit (Figura 9).
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Figura 6

Amplificacion de fragmentos de Babesia canis en muestras de la localizacion 1 del
refugio.

! Control Control

(-) (+)

Estandar

Figura 7
Amplificacion de fragmentos de Babesia canis en muestras de la localizacién 2 del
refugio.

Cont C<(>TEO'21 22 24 25 26,31 32adaas
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Figura 8

Amplificacion de fragmentos de Babesia canis en muestras del canton Chone.

Estandar Cor(m_t)rol COE’]:)TO' 55 56 57 58 59 60 ‘

Figura 9

Amplificacion de fragmentos de Babesia canis en muestras de Bahia de Caraquez.

e ¢ %% 77 78 78 79 80 81182
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Prevalencia de los muestreos

En la tabla 9, se demuestra la prevalencia que existe en las dos provincias de
Ecuador, en las localizaciones del refugio Narices frias se encontré que en la localizacion
1 no existian positivos para Babesia spp. en las 19 muestras, mientras que en la
localizacién 2 se encontré un positivo de las 34 muestras. En cuanto a las muestras de
Manabi, no se encontrd ningun positivo en las 22 muestras de la ciudad de Chone, sin

embargo en la ciudad de Bahia de Caradquez se encontrd un positivo de las 26 muestras.

Tabla 9

Prevalencia de B. canis en los muestreos.

Santo Domingo Manabi

Prevalencia Localizacion 1 Localizacion 2  Chone Bahia de Caraquéz
0 2.94% 0 3.84%




Analisis filogenético
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A partir de la secuencia consenso de la muestra de Santo Domingo, evaluada en

BLAST se encontré similitud con el gen 18s rRNA de B. canis vogeli (Figura 10).

Figura 10

Arbol filogenético de las secuencias del gen 18s rRNA de Babesia spp.

KY348103.1 Babesia canis vogeli - L98 Peru
—‘ JN368081.1 Babesia canis vogeli - Colombia
Babesia canis vogeli - Santo Domingo, Ecuador
r KU321849.1 Babesia canis vogeli - Cebu,Filipinas
MN207193.1 Babesia canis vogeli - Angola, Luanda
MT785903.1 Babesia canis vogeli - Costa Rica
DG297390.1 Babesia canis vogeli - Venezuela
[l KU710803.1 Babesia canis vogeli - Rio de Jainero, Brasil
AY072925 1 Babesia canis vogeli - ltalia
MN533907.1 Babesia canis vogeli isolate - Kolkata-India
IMW466770.1 Babesia canis canis - Tehran-Iran
4 DQ181652 1 Babesia canis canis - Hungria
MK571835.1 Babesia canis canis - Henan, China
JX110651.1 Babesia gibsoni - Rumania
JX112784 1 Babesia gibsoni - Saint Kitts and Nevis
DQ111763.1 Babesia canis rossi - Sudan
MW546915.1 Babesia canis rossi - Nigeria
LC556378.1 Babesia canis rossi - Malaui, Africa

— (OL583851.1 Babesia bigemina - Quito, Pichincha

OL583934.1 Babesia bovis - Quito, Pichincha
(OL583837 1 Babesia bovis - Manabi, Ecuador

KY111765.2 Babesia caballi - Cuba
MK346862.1 Babesia caball - Israel

DIDDAF15924D,1 Hammondia heydorni

Nota: Se encuentran 24 secuencias de nucleétidos, 23 de diversas especies de Babesia y un grupo

externo de la especie Hammondia heydomi.
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Capitulo V

Discusién
La identificacion de patdégenos caninos transmitidos por garrapatas es un desafio
constante para los veterinarios e investigadores, ademas, la amplia gama de patégenos
transmitidos por vectores, su comportamiento y distribucién biolégica diversa contribuyen
a los conflictos de diagnosticar enfermedades caninas transmitidas por vectores (Dantas-

Torres, 2008; de Caprariis y otros, 2011).

En Ecuador, Rhipicephalus sanguineus ha sido reportado en la regién costa
(Farovitch y otros, 2019), pero a pesar de eso, no se ha realizado los respectivos estudios
de identificacion de enfermedades que puedan afectar a los caninos a partir de este

vector.

En este sentido, los estudios realizados en el pais hasta el momento, han sido por
examen de frotis sanguineos tefiidos, pero las infecciones por babesiosis son dificiles de
detectar debido al bajo niumero de pardsitos en la sangre periférica (Baneth, 2018), y
aunque esta técnica ha sido estandar, no es suficiente para identificar las especies de
Babesia presentes en los canes, esta técnica solo es fiable cuando se presenta una

parasitemia de moderada a alta.

Otros métodos de diagndstico son las pruebas serolégicas, las cuales aumentan
la posibilidad de detectar la infeccion pero puede ocurrir reactividad cruzada entre varias
especies de Babesia y otros parasitos (Baneth, 2018). Por lo cual, los métodos
moleculares basados en ADN presentan varias ventajas por su sensibilidad y

especificidad, como es el caso de la PCR convencional (Criado-Fornelio, 2007).

En este estudio a través de una PCR convencional, se ha encontrado en una de

las localizaciones del refugio “Narices frias” la presencia de un aplicén que comigra con
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el control positivo para Babesia spp, y esa misma muestra positiva por frotis mostro
estructuras compatibles con Babesia grande desde el punto de vista morfologico.
Adicionalmente, se encontré en la provincia de Manabi la amplificacién de fragmentos de
B. canis en una muestra de la ciudad de Bahia de Caraquez. Siendo este hallazgo, el

primer reporte e identificacion molecular de B. canis en el pais.

El protocolo usado para la PCR solo podia amplificar dos subespecies de Babesia
canis, B. canis canis y B. canis vogeli, por medio de un control positivo de ADN plasmidico
(BIONEER, 2015), de las cuales solo una de estas subespecies se ha reportado en Latino
Ameérica, Babesia canis vogeli, debido a la presencia del vector, R. sanguineus (Panti-
May & Rodriguez-Vivas, 2020). Esto se pudo corroborar a través de la secuencia obtenida
de la muestra positiva del refugio “Narices frias”, la cual presenté similitud con otras

secuencias de B. canis vogeli.

En América del Sur, investigaciones con técnicas moleculares han demostrado la
presencia de B. canis vogeli (grande) y B. gibsoni (pequefia) como parasitos causante de
babesiosis canina, en Venezuela se ha reportado prevalencia de infeccién por Babesia
en perros infectados naturalmente de 2,24% (3/134) y en Colombia, prevalencia de 5,4
(5/91) (Criado-Fornelio y otros, 2007; Vargas-Hernandez y otros, 2012). También en Rio
de Janeiro, Brasil se ha reportado prevalencia en perros positivos a Babesia spp. de 6,8

(7/103) (Lemos y otros, 2012).

En el analisis filogenético se comparé con secuencias de otros paises, se encontrd
gue B. canis vogeli de la ciudad de Santo Domingo es similar a B. canis vogeli de Pera
(KY349103) y de Colombia (JN368081). Ademas se observé similitud con otras Babesia
canis vogeli de diversas regiones del mundo; Filipinas (KU321849), Angola (MN207193),
Costa Rica (MT785903), Venezuela (DQ297390), Brasil (KU710803), Italia (AY072925) e

India (MN533907). También se demostré que las diversas subespecies de B. canis son
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diferentes molecularmente, encontrandose en dos ramas superiores que separaron B.
canis vogeli de B. canis canis y B. canis rossi, las cuales también presentaron diferencias

moleculares.

De acuerdo a los cuidadores del albergue, los canes que han dado positivo a B.
canis vogeli no han mostrado ninguna manifestacion clinica de babesiosis canina,
posiblemente porque muchos perros con infecciones crénicas no presentan ninguna
manifestacién clinica a menos que su sistema inmune se encuentre comprometido
(Temoche y otros, 2018). En si, la infeccion crénica es resultado de la incapacidad del
sistema inmunitario del huésped a eliminar la infeccién, por lo que los patégenos se
establecen y se reproducen con mas intensidad provocando signos clinicos en el sistema

inmune debilitado del huésped (Solano-Gallego & Baneth, 2011).
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Capitulo VI
Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

En este estudio se identificé la presencia de B. canis vogeli en la localizacion 2 del
refugio “Narices frias”, la cual se determind a través tincion de frotis sanguineo, PCR
convencional y se demostré que la prevalencia del piroplasma en este albergue es de
2,94% (1/34). Esto fue comprobado por la secuenciacién, donde se encontrd similitud de
100% a Babesia canis vogeli. En cuanto a la provincia de Manabi, se determiné
igualmente la presencia de Babesia canis a través de identificacion molecular en la
ciudad de Bahia de Caraquez, demostrando una prevalencia de 3.84% (1/26), lo que
sugiere que la distribucion de este parasito en Ecuador puede ser mayor a la conocida

actualmente.

Es importante destacar que comunmente los veterinarios de practica canina, tratan y
controlan Ehrlichia canis y Anaplasma platys, no obstante olvidan considerar este
hemoparasito en su clinica rutinaria. Quizas por eso mismo, este es el primer reporte de

identificacion y caracterizacion molecular de B. canis vogeli en Ecuador.

Ademas, se encontré que tanto la localizacién 1 del refugio “Narices frias”, como
el refugio de voluntariado ubicado en Chone no existe prevalencia de babesiosis canina
en los 42 perros muestreados, demostrando que se ha llevado bien la profilaxis del vector

en estas ubicaciones.
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Recomendaciones
Se recomienda realizar mas estudios con mayor niumero de canes en diferentes
ubicaciones del pais para confirmar si es la Unica especie del piroplasma que parasita a

los perros del pais.

Se recomienda igualmente, realizar la secuenciacion respectiva del producto
obtenido en la PCR de la muestra de Manabi, para comparar y caracterizar cabalmente
este protozoario en el pais, y poder comparar con otras secuencias que poseen otros

paises de Latinoamérica.

Se recomienda realizar pruebas parasitologicas cuando se den manifestaciones
clinicas para asi realizar el respectivo diagnéstico, y asi evitar también la propagacion de

la enfermedad.

Este hemotrépico por primera vez identificado en Ecuador debe ser evaluado de
manera mas profunda para identificar su epidemiologia, importancia, prevalencia y

desarrollar medidas de control.
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