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Resumen

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por pardsitos del género Babesia y transmitida por
garrapatas, se caracteriza por la lisis eritrocitaria que causa un gran impacto econdmico y social en la
industria ganadera debido a la disminucién de la produccién de carne y leche, la muerte del animal,
incremento de aborto y esterilidad, y costos de prevencidn y tratamiento. Esta enfermedad esta
causada principalmente por Babesia bovis y Babesia bigemina en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, sin embargo, en el afio 2020 se realizé un muestreo en una finca ubicada
en la estribacion del volcan Ilalé a una altitud de 2469 m.s.n.m. debido a una sospecha de babesiosis
bovina, para lo cual se realizd un analisis molecular de las muestras de sangre bovina y garrapatas
(identificadas morfolégicamente y molecularmente como Rhipicephalus (Boophilus) microplus)
ejecutando la técnica PCR-RFLP. En sangre bovina se determind Babesia spp. en 18.88 % (27/143)
por PCR convencional del gen 18S rRNA y con las enzimas de restriccion Hpall y Alul, se identificé dos
especies, B. bovis (13.29%) y B. bigemina (5.59 %), respectivamente. Finalmente, se secuencio las
muestras positivas a Babesia spp. y se construyé un arbol filogenético con el método de maxima
verosimilitud en el que se determind que B. bigemina el sector del volcan llalé se encontraba mas
emparentada con varios aislados de América y B. bovis con aislados de Brasil. Este estudio permitio
identificar la presencia de Babesia spp. en la zona del Volcan Ilalé en la Sierra ecuatoriana y analizar

su parentesco filogenético con secuencias de aislados de América y otros continentes.

Palabras clave:

BABESIOSIS BOVINA

PCR-RFLP

FILOGENIA

VOLCAN ILALO
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Abstract

Bovine babesiosis is a tick-borne disease caused by parasites of the genus Babesia, characterized by
erythrocyte lysis that causes a great economic and social impact on the cattle industry due to animal
death, increased abortion and sterility rates, decreased meat and milk production, and prevention
and treatment costs. This disease is mainly caused by Babesia bovis and Babesia bigemina in tropical
and subtropical regions around the world, however, in 2020 a sampling was performed in the farm
located in the foothills of the Ilalé volcano at an altitude of 2469 m.a.s.l. due to a suspicion of bovine
babesiosis, for this purpose, a molecular analysis of bovine blood samples and ticks (morphologically
and molecularly identified as Rhipicephalus (Boophilus) microplus) was performed using the PCR-
RFLP technique. In bovine blood, Babesia spp. were determined in 18.88 % (27/143) by conventional
PCR of the 18S rRNA gene and with the restriction enzymes Hpall and Alul, two species were
identified, B. bovis (13.29%) and B. bigemina (5.59 %), respectively. Finally, Babesia spp. positive
samples were sequenced and a phylogenetic tree was constructed using the maximum likelihood
method in which it was determined that B. bigemina in the Ilalé volcano sector was more closely
related to several isolates from America and B. bovis to isolates from Brazil. This study made it
possible to identify the presence of Babesia spp. in the area of the Ilalé Volcano in the Ecuadorian
Sierra and to analyze its phylogenetic similarity with sequences of isolates from America and other

continents.

Key words:

o BOVINE BABESIOSIS
e RFLP-PCR
e PHYLOGENY

e ILALO VOLCANO



16

Capitulo I: Introduccion

Formulacién del Problema

La babesiosis es una enfermedad causada por hemoparasitos protozoarios del género
Babesia transmitidos por garrapatas a una gran variedad de huéspedes vertebrados, causando un
considerable impacto econdmico, veterinario y médico en todo el mundo. Con la distribucién
mundial de la garrapata ixddida, la babesiosis se ha convertido en la segunda enfermedad mas
comun transmitida por la sangre de los animales en libertad (Hunfeld et al., 2008; Schnittger et al.,

2012).

En la literatura actual se describe a Babesia bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens
como las especies mas representativas y comunes que infectan al ganado bovino. Tanto B. bovis
como B. bigemina se transmiten con mayor frecuencia entre el ganado por las garrapatas vectoras
Rhipicephalus (Boophilus) microplus y Rhipicephalus annulatus (Rhipicephalus decoloratus en el
caso de B. bigemina) y se encuentran principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, incluyendo Australia, Africa, Asia y América. Por otro lado, B. divergens se transmite casi
exclusivamente por Ixodes ricinus y estd localizada en el norte de Europa (Bock et al., 2004; Chauvin

et al., 2009; Zintl et al., 2003).

A nivel regional, en los Ultimos afios se ha reportado babesiosis bovina en paises como
Colombia con una prevalencia del 31,6 % (24,2 % para B. bigemina y 14,4 % para B. bovis) en
bovinos y 4,3 % (3,5 % para B. bigemina y 1.0 % para B. bovis ) en R. microplus (Jaimes-Duefiez
et al., 2018); en Argentina se detectd B. bovis con 27,3 % y B. bigemina con 54,7 % de prevalencia
(Morel et al., 2019) y en Brasil, Vieira y colaboradores (2019) reportaron una prevalencias B.

bigemina del 16 % y B. bovis del 29 %.

En el Ecuador la prevalencia de Babesia en el ganado bovino varia entre regiones, Arboleda
(2019) reportd la presencia de Babesia spp. en 64,35 % (12,50 % B. bovis y 87,50 % B. bigemina) en

la provincia de Manabi ubicada en la region Costa. En la provincia de Pastaza situada en la
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Amazonia, Medina y colaboradores (2017) reportaron 0 % de Babesia spp., mientras que, en la Isla
Santa Cruz de la regién Insular, Jumbo (2018) reportd 25,88 % de prevalencia para Babesia spp.,

todos mediante PCR.

En un estudio realizado para la identificacion de Babesia spp. en garrapatas en el Ecuador,
Maya-Delgado y colaboradores (2020) reportaron que todas las garrapatas analizadas en un estudio
en la provincia de Santo Domingo de los Tsdachilas resultaron negativas para el género Babesia
mientras que, en la provincia del Carchi, se identificé una muestra positiva (0,9 %) para Babesia sp.
en una muestra de R. microplus. Ademas, Vasco (2013), analizé garrapatas R. microplus
procedentes de ocho provincias de Ecuador y encontré que 43 % presentaban infeccion por Babesia

spp., identificando B. bovis, B. bigemina y coinfeccién por ambas especies.

Justificacion del Problema

Después de mas de un siglo desde el primer informe de babesiosis publicado por Babes
(1888), las opciones de tratamiento y prevencion para esta enfermedad siguen siendo limitadas. La
raza, la edad del ganado, la distribucion de las garrapatas y el concepto de estabilidad enzoética
son factores clave para controlar con éxito la babesiosis bovina en todo el mundo (Mosqueda et al.,

2012; Suarez & Noh, 2011).

Esta enfermedad genera pérdidas econdmicas en el sector ganadero como consecuencia
directa de la infeccién por Babesia spp. que puede provocar la muerte del animal, el aumento de la
tasa de abortos y la esterilidad, la reduccion de la produccién de leche y carne y el costo de la

prevencion y los tratamientos (Bock et al., 2004).

La industria ganadera se ve especialmente afectada por este pardsito, puesto que mas de la
mitad de los 1 200 millones de bovinos del mundo corren el riesgo de infectarse y enfermar,
registrando pérdidas entre 2 000 a 3 000 millones de ddlares a nivel mundial por babesiosis (Bock

et al., 2004; Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2013).
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Un estudio demostrd que el 62 % de las pérdidas econdmicas ocasionadas por Babesia spp.
estdn relacionadas con la muerte del ganado y el tratamiento de los animales enfermos, y que el 38
% restante de las pérdidas corresponde a los costes derivados del control de la enfermedad,
incluida la contratacién de veterinarios, la administracién de medicamentos al ganado y las pruebas
de diagndstico auxiliares (Guglielmone et al., 1992). Ademas, dentro del estudio de babesiosis es
importante localizar y controlar la distribucion de las garrapatas vectoras de la enfermedad, ya que
la presencia de estas ocasiona de igual forma gran impacto a nivel econémico (Monteiro et al.,

2014).

Sin embargo, es probable que una estimacidén econédmica local o global no sea acertada
debido a que la informacidn relacionada al coste de las pérdidas causadas por la disminucién de la

productividad o a la presencia de garrapatas del ganado no suele estar actualizada ni disponible.

En el pais no existe suficiente informacién sobre las pérdidas econdmicas especificas por
babesiosis bovina que permita conocer la situacion real de esta enfermedad (Vasco, 2013). La
Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE) ha clasificado a la babesiosis bovina como una
enfermedad de declaracidn obligatoria y de vigilancia general, debido al impacto econdmico que

causa a los productores de todo el mundo (Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2016).

Por lo tanto, es necesario implementar un programa para controlar la enfermedad en el
pais y este deberia estar respaldado por un método mds sensible que proporcione datos fiables

para evitar pérdidas econdmicas a los productores locales.

En este estudio se pretende enriquecer la informacion sobre la distribucidn actual de la
babesiosis bovina y la distribucion del vector garrapata en la provincia de Pichincha en el Ecuador,
con el uso de técnicas moleculares basadas en el acido desoxirribonucleico (ADN), reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion, para determinar la presencia de Babesia spp. en el

sector del volcan llald y su parentesco con otros aislados.
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Objetivos

Objetivo General

Caracterizar por técnicas moleculares y filogenia aislados de Babesia spp. obtenidos de

muestras de bovinos y garrapatas en el sector del volcan Ilalé en la provincia de Pichincha.

Objetivos Especificos

e Identificar por medio de claves entomolégicas la especie de garrapata presente en los bovinos
del sector del volcan llalé.

e Determinar la presencia de Babesia spp. mediante la amplificacidn por PCR del gen 18S rRNA
de los aislados de ADN de sangre bovina y de garrapatas.

® Analizar filogenéticamente los fragmentos gendmicos de los aislados de Babesia spp.

obtenidos de bovinos y garrapatas.

Hipdtesis

El analisis molecular y filogenético de muestras de bovinos y garrapatas caracteriza las

especies de Babesia circulantes en el sector del volcan Ilalé.
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Capitulo II: Marco Tedrico

Generalidades de Babesiosis Bovina

Definicion

La babesiosis bovina es una enfermedad del ganado vacuno transmitida por garrapatas y

causada por parasitos protozoarios del género Babesia que invaden y destruyen los eritrocitos del

hospedero. Esta infeccidon puede causar fiebre, anorexia, ictericia, hemoglobinuria y una elevada

morbilidad que provoca graves pérdidas econdmicas (Bock et al., 2004).

Origen

A finales del siglo XIX el biélogo Victor Babes reporté por primera vez babesiosis al descubrir
microorganismos en los eritrocitos del ganado vacuno en Rumania y los asocid a la hemoglobinuria
bovina o fiebre del agua roja (Babes, 1888). Afios mas tarde, Smith y Kilborne (1893) relacionaron al
agente de la fiebre de Texas en el ganado vacuno de Estados Unidos con Babesia, y demostraron que

lo transmitia una garrapata.

Signos y Sintomatologia

Los distintos grados de gravedad en las infecciones por Babesia se pueden se asocian a la
edad del huésped, su estado inmunoldgico, las infecciones con otros patdgenos y factores genéticos

(Schnittger et al., 2012).

Durante las infecciones agudas los huéspedes pueden presentar fiebre, anemia,
hemoglobinuria, ictericia, malestar, letargo y anorexia, mientras que el estado crénico suele ser

asintomatico (Schnittger et al., 2012).

Sin embargo, la etiologia de la enfermedad varia segun la especie infectante, por ejemplo,
los casos clinicos de B. bovis producen signos como hipotension, sintomas neuroldgicos y sindrome
de estrés respiratorio, debido a la acumulacién de eritrocitos infectados en los capilares pulmonares

y cerebrales, en consecuencia, las infecciones por B. bovis suelen mostrar niveles bajos de
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parasitemia. Mientras que, las infecciones por B. bigemina se asocia principalmente a la destruccion

masiva de eritrocitos, lo que causa anemia grave (Bock et al., 2004).

Estos signos en bovinos causan mortalidad, aborto, disminucién de la produccién de carne 'y
leche, que tienen como efecto pérdidas de produccidn potencial y restricciones al comercio de

ganado (Schnittger et al., 2012).

Control y Tratamiento

La falta de comprensidn general del complejo mecanismo por el que se produce la
inmunidad a la infeccidn por Babesia retarda el desarrollo de nuevas terapias. En la actualidad, el
control y la prevencién de la babesiosis bovina clinica se basa en el uso de fdrmacos antibabesia,

vacunas o la combinacién de ambos (Suarez & Noh, 2011).

Control del Vector. La vacunacion del ganado con antigenos internos y "ocultos" de las
garrapatas demostrd hace tiempo la capacidad de reducir el nUmero total, el peso y la capacidad
reproductiva de las garrapatas. El desarrollo de estos antigenos dio lugar a la liberacidn de dos
vacunas recombinantes, casi simultdneamente en la década de 1990, en Australia (TickGARD) y Cuba
(Gavac™), dirigidas contra la garrapata del ganado, R. microplus. La eficacia de ambas vacunas
disponibles en el mercado fue sustancialmente variable y solo Gavac™ sigue produciéndose para los

ganaderos, principalmente en América (Gohil et al., 2013).

Agentes Quimioterapéuticos Contra Babesia. El éxito del tratamiento de babesiosis bovina
depende del diagndstico precoz, seguido de la rapida administracion de farmacos
guimioterapéuticos. Actualmente, los agentes antiprotozoarios, el aceturato de diminazeno (DA) y el
dipropionato de imidocarb, son los Unicos tratamientos disponibles para la babesiosis bovina, siendo
el dipropionato de imidocarb el principal babesicida durante las ultimas dos décadas (Mosqueda

et al., 2012).
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Sin embargo, el uso continuado o inadecuado de los fdrmacos puede provocar resistencia a
estos y tienen el riesgo de generar residuos quimicos en la carne y la leche con potenciales efectos
toxicos, por lo que los investigadores necesitan desarrollar nuevos fdrmacos alternativos eficaces y

asequibles con baja toxicidad (Suarez et al., 2019).

Vacunacion. La elaboracidn de vacunas contra la babesiosis bovina se consideran una
prioridad de investigacién y un reto, debido a la complejidad de la biologia de Babesia y la naturaleza

precisa de las respuestas inmunitarias en la infeccion (Gohil et al., 2013).

El Unico método disponible para prevenir la babesiosis bovina aguda es el uso de vacunas
vivas atenuadas, estas consisten en cepas atenuadas del parasito que se derivan de cepas virulentas
gue han sido sometidas a una serie de pases rapidos en terneros (Gallego-Ldpez et al., 2019). Sin
embargo, tienen una serie de limitaciones, como la corta vida util, la necesidad de una cadena de
frio, la posible contaminacidn con otros agentes infecciosos y la aparicidon de brotes de la
enfermedad con cepas heterdlogas que son genéticamente distintas de la cepa de la vacuna (Suarez

et al., 2019).

Babesia spp.

Clasificacion Taxonomica

A continuacion, en la Tabla 1, se describe la clasificacién taxondmica del género Babesia

(Bock, et al., 2004).
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Tabla 1.

Clasificacion taxondmica de Babesia

Reino Protista
Filo Apicomplexa
Clase Sporozasida
Orden Eucoccidiorida
Suborden Piroplasmorina
Familia Babesiidae
Género Babesia

Cepas de Relevancia en Bovinos

Las especies comunes de Babesia que infectan al ganado son B. bovis, B. bigemina y B.
divergens. Las infecciones causadas por B. bovis estan asociados con una enfermedad mas grave y
una mayor mortalidad, y se consideran el agente mas virulento de la babesiosis bovina. La
enfermedad causada por B. bovis y B. bigemina puede controlarse, al menos en parte, utilizando
agentes terapéuticos o vacunas. Ademas, la babesiosis causada por B. divergens tiene un importante

potencial zoondtico (Suarez et al., 2019).

Ciclo de Vida y Transmision

Babesia spp. son parasitos intracelulares de gran éxito, que adquirieron mecanismos de
supervivencia muy sofisticados, lo que los ha llevado a desarrollado un ciclo de vida complejo en el
gue participan garrapatas como huéspedes definitivos y vertebrados como huéspedes intermedios

(Suarez et al., 2019).

Desarrollo en el Hospedero Vertebrado. Cuando la garrapata pica, inyecta esporozoitos de
Babesia junto con su saliva, de esta forma es como se infectan los hospederos vertebrados. Estos

esporozoitos penetran en los eritrocitos donde por fision binaria producen dos merozoitos, luego
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cada uno de estos invade un nuevo glébulo rojo y se producen merogonias sucesivas (Figura 1, b).
Ademds, se conoce que la multiplicacién es asincrona, es decir, se puede observar diferentes

estadios del parasito al mismo tiempo en el torrente sanguineo (Chauvin et al., 2009).

Desarrollo en el Vector. Las garrapatas al alimentarse pueden ingerir eritrocitos infectados
por Babesia, los cuales son transmitidos a los siguientes estados de maduracion (transmisién
transestadial). Dentro de la garrapata solo sobreviven los parasitos en estadio pregametocito, lo
cuales se desarrollan a gametocitos y luego gamontes, estos en el lumen del tracto digestivo se
fusionan para dar lugar a un cigoto alargado que es internalizado por el intestino medio donde se
transforma en ooquineto (estadio mavil) (Chauvin et al., 2009; Polanco & Rios, 2016).

El ooquineto abandona el epitelio del intestino medio y se distribuye en los tejidos del
cuerpo de la garrapata, incluyendo los ovarios de las garrapatas hembra dando lugar a huevos
infectados (transmisién transovarial). El desarrollo posterior de la Babesia incluye la multiplicacién
asexual, la esporogonia continua y el desarrollo de numerosos quinetes (Figura 1, a), algunos de
estos también invaden las glandulas salivales de las garrapatas, donde un ultimo ciclo de desarrollo

produce los esporozoitos, que son la fase infecciosa del parasito (Chauvin et al., 2009).
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Figura 1.

Representacion esquemadtica del ciclo vital simplificado de los pardsitos de Babesia

A Reproduccion sexual
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asexual en bovinos
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Nota. (A) Representacion del ciclo vital de los parasitos de Babesia en una garrapata hembra adulta tras ingerir sangre de un animal
infectado. (B) Representacion de la infeccion por Babesia y la reproduccion asexual en el huésped bovino. (C) Representacion de la
destruccion mediada por macrdfagos de los gldbulos rojos infectados por Babesia en el torrente sanguineo. Adaptado de Unravelling the
cellular and molecular pathogenesis of bovine babesiosis: is the sky the limit? (p. 188), por Suarez et al., 2019, International Journal for

Parasitology, 2(49).

Garrapatas

Las garrapatas duras de la Familia Ixodidae son ectoparasitos hematdéfagos, necesitan de
sangre para alimentarse durante casi todo su ciclo de vida. Son artrépodos, por lo tanto, se
caracterizan por la presencia de cuatro pares de patas en el estadio adulto y porque su cuerpo

consta de la regidn cefalotoraxica y la region abdominal (Guglielmone et al., 2003).

Son consideradas como unos de los factores sanitarios mas importantes debido a que tanto
en las zonas tropicales como subtropicales se encuentran limitando la ganaderia, como resultado de

esto el 80% de la poblacién bovina mundial se ve afectada (Polanco & Rios, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00207519
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00207519
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Ciclo de Vida de Garrapatas de un Hospedador

El ciclo de vida de las garrapatas comienza con la eclosion del huevo, del cual emerge la larva
gue tras una semana busca a un hospedador para alimentarse. Los siguientes estadios de desarrollo
movil (ninfa y adulto) se dan sobre el mismo hospedero, en el cual mudan y se alimentan, de modo
que la garrapata no abandona al hospedero desde el estadio larva que es cuando se ancla a este
hasta el estadio adulto donde la hembra grévida y repleta de sangre se desprender para regresar al

suelo para la ovoposicion (Polanco & Rios, 2016).

Garrapatas Vectoras de Babesia

Pueden distinguirse dos grupos de garrapatas en relacidn con su preferencia de
alimentacién: la mayoria de las garrapatas, como Rhipicephalus (Boophilus) microplus, vector de B.
bigemina y B. bovis (que se alimentan de bovinos y otros rumiantes) son especificas del hospedador.
Mientras que una minoria, que incluye a Ixodes ricinus, vector de B. divergens, B. venatorum y
probablemente B. capreoli, son parasitos oportunistas o generalistas, relativamente poco selectivos

y utilizan una amplia gama de vertebrados como huéspedes (Chauvin et al., 2009).

Impacto de Garrapatas y Hemotrépicos en Produccién Ganadera

Las garrapatas son el ectoparasito mas econdmicamente importante del ganado en regiones
tropicales y subtropicales del mundo, ya que aun, sin actuar como vectores de enfermedades, las
garrapatas pueden ser perjudiciales para el ganado y de gran importancia econdmica en la
produccién ganadera simplemente por sus efectos directos, estos dependen mucho de las
circunstancias, de las especies de garrapatas implicadas, de las condiciones climaticas locales y,
especialmente de la susceptibilidad a la infestacidn por garrapatas del ganado de la regién (Jongejan

& Uilenberg, 2004).

Cuando las garrapatas actian como vectoras eficientes de agentes patogenos de

enfermedades el riesgo del ganado y las pérdidas econdmicas incrementan, el impacto econémico



27

estd estrechamente ligado a la epidemiologia de la enfermedad y puede distribuirse en pérdidas

directas e indirectas para los productores de ganado bovino (Abubakar & Perera, 2019).

Los hemotrdpicos son microorganismos de interés veterinario en Latinoamérica, estos son
anaplasmosis ocasionada por Anaplasma marginale, tripanosomaosis por Trypanosoma vivax y
babesiosis por B. bovis y B. bigemina. Estos hemotrdpicos comparten caracteristicas tanto desde el
punto de vista bioldgico, todos muestran tropismo por la sangre de bovinos, como desde el punto de
vista clinica, originan enfermedades caracterizadas por fiebre y descenso en los valores del

hematocrito (Reyna-Bello, 2014).

Los signos y sintomas clinicos de las tres enfermedades son similares, causando fiebre,
letargo, anorexia, anemia severa, incremento en la frecuencia respiratoria y cardiaca, y por lo tanto,
una disminucidn evidente de la productividad, medida por la producciéon de leche y/o la tasa de

aumento de peso (Gonzatti et al., 2014).

En cuanto a babesiosis bovina, segln los datos reportados por la OIE (2016) esta se
encontraba ausente en Ecuador, mientras que, todos los paises vecinos presentaban la enfermedad.
Sin embargo, en los ultimos afios en el pais se han realizado varios estudios de prevalencia de la
enfermedad obteniendo resultados muy variables y van desde el 0 al 71 % en diferentes provincias
(Medina et al., 2017; Ledn, 2017). Los métodos diagndsticos utilizados fueron frotis sanguineo,

tincién de Giemsa, ensayos ELISA y PCR, ademads el nimero de animales muestreados fue variable.

En el Ecuador, en la Resolucion DAJ-2013461-0201.0214 de la Agencia de Control y
Regulacién Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD, 2013) si hay una sospecha de la presencia de
babesiosis bovina en los animales debe notificar a la autoridad competente para que esta aplique las

medidas sanitarias correspondientes.
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Diagnéstico

Entomologia

Como herramientas de diagndstico, se puede emplear claves digitales, guias ilustradas, sitios
web y software entomoldgicos que contienen informacion especializada de organismos. Las claves
entomoldgicas estan basadas en la morfologia externa o la apariencia de insectos y artréopodos,
como las garrapatas, se busca una caracteristica dentro de un taxdn para segregar a un individuo, de
modo que si se amplia lo suficiente este proceso puede conducir a la determinacién a nivel de
especie. La mayoria de las claves para la identificacién de garrapatas requieren de microscopia
electrénica de barrido o bien de un estereomicroscopio, debido a que muchas caracteristicas solo

son visibles mediante estos equipos (Dubie et al., 2017).

Las garrapatas tienen un cuerpo redondeado y sin segmentacion, su caracteristica principal
es la presencia de una gran placa esclerotizada en la superficie dorsal, el escudo, del que reciben su
calificativo de “garrapatas duras”. Para la diferenciacién entre especies se hace uso de claves

entomoldgicas (Estrada, 2015).

Pruebas Parasitoldgicas

El examen microscopico de frotis de sangre es el método tradicional para la identificacién
del parasito Babesia, su sensibilidad es tal, que es capaz de detectar parasitemias tan bajas como un
parasito por 10° glébulos rojos. Esta técnica no se considera adecuada para la deteccién de

portadores ya que las parasitemias son en su mayoria muy bajas (OIE, 2014).

Microscdpicamente, la especie de Babesia involucrada puede determinarse
morfolégicamente, pero se requiere experiencia, especialmente en infecciones por B. bovis en las
que hay pocos organismos presentes. B. bovis es pequefio (~ 1-1.5 x 0.5-1 um), con los parasitos en

forma de pares formando un angulo obtuso entre si, mientras que B. bigemina es mas grande (3-3.5
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x 1-1.5 pm), con pardsitos pareados en un angulo agudo entre si, también se ven cominmente

formas Unicas de ambos parasitos (Carter & Rolls, 2016).

Pruebas Seroldgicas

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) se ha utilizado para detectar anticuerpos
frente a Babesia spp., aunque presenta especificidad baja en B. bigemina cuando también esta
presente B. bovis debido a las reacciones cruzadas, ademas esta prueba tiene la desventaja del
manejo de pocas muestras y la subjetividad. También, se utilizan pruebas como el ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), validada internacionalmente para el diagndstico de

infeccidn por B. bovis, pero no existe aun un ensayo ELISA validado para B. bigemina (OIE, 2014).

La prueba de inmocromatografia (ICT) es un inmunoensayo basado en membranas de
nitrocelulosa que no requiere ningln instrumento, es rdpido y sensible. Se describié un ICT para
detectar anticuerpos contra B. bovis y B. bigemina en muestras de suero de ganado infectado, las
tasas de concordancia de esta prueba para detectar anticuerpos contra B. bovis fueron 92,3% y
90,3% en comparacion con los ensayos ELISA e IFAT, respectivamente; mientras que las tasas de
concordancia para detectar anticuerpos contra B. bigemina para ambos ensayos fue del 96,8% y
92,5%, respectivamente, y no se informé de deteccidon de reactividad cruzada de anticuerpos

(Guswanto et al., 2017).

Técnicas Moleculares

Las infecciones por Babesia, en ocasiones son dificiles de detectar por el bajo nimero de
pardasitos en la sangre periférica, por lo tanto, se han desarrollado métodos moleculares que

presentan grandes ventajas como los altos indices de sensibilidad y especificidad analitica.

Una de estas técnicas moleculares mas utilizada es la PCR, que amplificar millones de copias
a partir de un Unico fragmento de ADN. Para la identificacién de Babesia se ha utilizado diferentes

tipos de PCR, uno de los primeros ensayos con PCR convencional fue el desarrollado para la
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deteccion de B. bigemina, donde los ensayos de sensibilidad analitica mostraron una deteccion de
100 fg de ADN gendmico del parasito, equivalente al 0,0000001% de los eritrocitos infectados. De
igual forma, se demostrd la deteccion de bovinos portadores infectados por B. bovis mediante
amplificacién por PCR convencional, donde la sensibilidad fue de un eritrocito infectado por cada 0,5
mL de sangre; ambos estudios sugieren que los ensayos de PCR especificos son aplicables para la
deteccion de cepas de pardsitos de diferentes regiones geogréficas (Fahrimal et al., 1992; Figueroa

et al., 1992).

Otro tipo de PCR utilizado fue una prueba multiplex para un analisis simultaneo, donde se
encontré que la sensibilidad analitica fue de 0,00001%, 0,00001%, 0,0001%, para B. bigemina, B.
bovis y A. marginale, respectivamente (Figueroa et al., 1993). También se ha utilizado la técnica PCR-
RFLP para la deteccidn Babesia sp. en garrapatas Rhipicephalus microplus y se ha logrado diferenciar
B. bovis y B. bigemina con el uso de las enzimas de restriccion Mspl y Boxl, respectivamente, esta
técnica presenta varias ventajas importantes como el bajo costo, la falta de necesidad de
instrumentos avanzados y el disefio de los analisis de PCR-RFLP suele ser facil, mientras que las
desventajas incluyen el requerimiento de endonucleasas especificas, las dificultades para identificar
la variacion exacta en el caso de que varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) afecten al
mismo sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion y requiere relativamente mucho tiempo

ya que incluye un paso de separacién electroforética (Berg, 2012; Figueroa et al., 2014).

Actualmente, también se ha utilizado ensayos de PCR anidado (PCRn) para la deteccidn de B.
bovis y B. bigemina no sélo en el ganado vacuno (Bos taurus), sino también en los bufalos de agua
(Bubalus bubalis), donde ambos tipos de animales han sido detectados como portadores
asintomaticos (Jaimes-Duefiez et al., 2018). Ademas, mediante PCR en tiempo real (rtPCR), se ha
detectado la infeccion por Babesia en muestras de sangre a concentraciones 1000 veces menores en
comparacién con los ensayos PCR convencionales, frente al que presenta varias ventajas como son la

visualizacidn sin analisis de electroforesis en gel, el rendimiento rapido, la amplificacion



31

automatizada cerrada, el bajo riesgo de contaminacién cruzada y los resultados cuantitativos

(Alvarez et al., 2019; Zhang et al., 2016).

Otra técnica molecular aplicable a Babesia es la amplificacidn isotérmica mediada por bucle
(LAMP), este ensayo permite la deteccidn y discrimina entre las especies de B. bovis y B. bigemina.
Se ha podido detectar B. bovis y B. bigemina con una sensibilidad analitica de 0,1 pg de ADN para los
ensayos de ambas especies (Liu et al., 2012). Ademas, se ha hallado simultdneamente dos especies
mediante un ensayo multiplex (mMLAMP), con una sensibilidad de 103 y 10° veces mayor para B. bovis
y B. bigemina, respectivamente, en comparacién con la PCR convencional (Iseki et al., 2007). Entre
las mejoras incluidas en este método, cabe destacar que se ha evitado el proceso de electroforesis
en gel para la visualizaciéon de los productos LAMP, ya que se ha aplicado el formato de prueba
cromatografica de flujo lateral (LAMP-LFP) para revelar los productos de una forma mas sencilla y
rapida. Este ensayo puede utilizarse para el cribado de un gran nimero de muestras en el campo,
presentandose como una herramienta prometedora para el diagndstico molecular de la babesiosis

bovina (Yang et al., 2016).

Andlisis Filogenético

El analisis filogenético se ha convertido en una herramienta importante en toda la biologia
para comparar informacién sobre genes, individuos, poblaciones y especies. En la regién ha
permitido la identificacidn de varias cepas, en Colombia se identificaron y analizaron un total de 10
(MH194385-MH194394) secuencias diferentes de B. bigemina procedentes de 4 bovinos, 5 bufalos y
1 grupo de garrapatas (R. microplus), y 13 (MH194395-MH194407) secuencias de B. bovis
procedentes de 8 bovinos y 5 bufalos, la relacidn filogenética de los aislados se analizé utilizando el
gen 18S rRNA donde se determind que tanto en B. bigemina como en B. bovis hubo una alta
proximidad de los aislados colombianos a los aislados mundiales derivados de diferentes hospederos

(Jaimes-Duefiez et al., 2018).
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En México, se hizo un estudio de identificacion de las especies bovinas de Babesia y Theileria
mediante la secuenciacidn de amplicones de 18S rRNA, donde se obtuvo informacidn sobre la
variaciéon de las cepas de estos patdgenos, se encontrd que los grupos de especies de B. bovis y B.
bigemina estaban claramente definidos, que existe cierta variacion de la secuencia del gen 18S rRNA
dentro de cada especie y que puede ser posible separar estos grupos de especies alin mds en grupos
de cepas mediante la secuenciacién de genes diana adicionales o el uso de enfoques alternativos

como AFLP o microsatélites (Scoles et al., 2021).

Las secuencias generadas en estos estudios se encuentran dentro de la base de datos

GenBank para enriquecer la informacién mundial y regional relacionada al género Babesia.

El andlisis filogenético es una herramienta moderna que junto con técnicas moléculas ha
ayudado a reclasificar las especies de Babesia de una manera mds completa y ha revelado grandes
inconsistencias en la asignacién de género de algunas variantes genéticas de Babesia, como Babesia
gibsoni y Babesia microti, especies que no siempre encajan en el clado de Babesia (sensu stricto),
esto se debe a que la clasificacion inicial se basé en observaciones morfoldgicas, ciclo de viday
ciertas caracteristicas fenotipicas generales que llevaron a la asignacion inexacta de muchos

pardsitos a un género en particular (Allsopp & Allsopp, 2006; Lack et al., 2012).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Trabajo de Campo

Zona de Estudio

Una finca ganadera en el sector de Lumbisi en la estribacion del volcan llalé ubicada a 2469
m, fue identificada para este estudio, debido a que tuvo como antecedente la presencia de bovinos
con infestaciones de garrapatas y surgié la sospecha de un brote de Babesia. Por lo tanto, se

procedid a la recoleccidn y andlisis de muestras para determinar la presencia de Babesia spp.

Obtencion de Muestras Sanguineas de Bovinos

La extraccion de sangre periférica se realizé mediante el método de venopuncidn en la vena
coccigea de bovinos de la finca, en un total de 143 animales. Se levanté la cola verticalmente, se
insertd una aguja estéril (Precision Glide 0.8x25mm, BD Vacutainer®) con capuchdn unos pocos
milimetros previa desinfeccidn y se recolecté la sangre en dos tubos al vacio, tubos tapa roja sin
anticoagulante (Serum 16x100mm, BD Vacutainer®) y tubos tapa lila con anticoagulante (K2 EDTA
13x75mm, BD Vacutainer®). Las muestras fueron transportadas al laboratorio en una caja térmica

con bolsas de gel refrigerante para mantener la integridad de las mismas.

Adicionalmente se registro la informacién de cada animal como:edad, sexo, razay
temperatura rectal medida con termémetro digital (C&F, MedicLife, China). La temperatura normal

se encuentra entre 37.8° y 39.2°C (Rockett & Bosted, 2015).

Recoleccion de Garrapatas

Se identificaron las garrapatas en estadio ninfa y adulto adheridas a la piel de los bovinos y
se procedio a la recoleccién de estas teniendo en cuenta extraerlas completamente, evitando que el
hipostoma se desprenda. Ambos estadios fueron colectados en tubos estériles con etanol al 95%

para la identificacion molecular y con formol para la identificacién entomolégica.



34

Trabajo de Laboratorio

Procesamiento de Muestras Sanguineas y Muestras de Garrapatas

Identificacion Microscépica en Muestras de Sangre. De las muestras de sangre con
anticoagulante se procedio a realizar frotis sanguineo en un portaobjetos de vidrio tomando 30 pL
de sangre fresca. Estos se colocaron sobre una bandeja de coloracién, se afiadieron varias gotas de
metanol al 100 % y se dejé actuar durante 2 minutos para fijar, transcurrido este tiempo se descarté
el metanol y se dejé secar al aire durante 2 minutos. Luego, se procedid a colocar el colorante de
Giemsa sobre las muestras hasta que las cubriera completamente, después de 15 minutos se retird
el colorante sobrante y se lavd el frotis con agua destilada. Finalmente, se realizé la observacion
microscopica en un microscopio vertical (CX31, OLYMPUS®, Japdn) con el objetivo 100X para la

identificacion de Babesia en el interior de los gldbulos rojos.

Analisis de Hematocrito (PCV, Packed Cell Volume) en Muestras de Sangre. En un tubo
capilar sin heparina (Blue Tip 80 mL, TECNAN®) se permitié el llenado con sangre completa hasta tres
cuartas partes del mismo para luego sellarlo de un extremo con plastilina y centrifugar en una
centrifuga (TG12M Madell Technology Corporation, USA), durante 5 min a 9 000 rpm. Luego se
midio el nivel de PCV con una regleta para microhematocrito. Los valores menores o iguales al 24%

se relacionan con anemia (Rockett & Bosted, 2015).

Medicion de Proteinas Totales (PT) en Suero Sanguineo. Las muestras de sangre sin
anticoagulante fueron centrifugadas (Compact |l Centrifuge, DB Clay Adams ™, USA) a 4 000 rpm
durante 10 minutos y se extrajo el suero en un nuevo tubo de 2 mL. Se tomé 30 pL de suero y se
coloco en el prisma del refractometro digital de proteinas totales (RHC-300ATC, YHequipment,
China) y se observé hacia una fuente de luz para distinguir el valor medido. El equipo viene en una
escala de 2-14 g/100 mL, por lo tanto, para registrar el valor real se restd dos al valor observado. Los

valores normales se encuentran entre 6-7.5 g/dL (Rockett & Bosted, 2015).
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Identificacion Entomoldgica de Garrapatas. Con pinzas entomoldgicas se tomd una
garrapata contenida en formol, se lavé con etanol al 70% y se dejé evaporar el mismo, luego se
colocé la garrapata en una base de vidrio para ubicarla sobre la platina del estereomicroscopio
binocular (431, National, USA), el cual se ajusto hasta enfocar la garrapata completamente.
Basandose en claves entomoldgicas descritas por Quiroz (1990) se fueron detectando las
caracteristicas morfoldgicas para la identificaciéon de género y especie de la garrapata tanto machos
como hembras, ademads, se confirmé los resultados obtenidos con una guia de identificacion de
especies (Walker et al., 2003) como se observa en el Anexo 1. Se identificé un total de 20

especimenes, de los cuales 4 eran machos y 16 hembras adultas.

Extraccidon de ADN de Sangre Total. La extraccién de ADN se realizé mediante un kit
comercial basado en tecnologia de membranas de silice en forma de columna (GenelJET Whole Blood

Genomic DNA Purification, Thermo Fisher Scientific) en el cual se realizaron ciertas modificaciones.

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se colocé 500 pL de sangre completa del tubo tapa
lila, se afadié 1 mL agua fria libre de nucleasas y se incubd en agitacion durante 5 minutos a
temperatura ambiente (TA), luego se centrifugd por 10 minutos a 10 000 rpm en una centrifuga
(MIKRO 200, Hettich, Alemania) y se descarté el sobrenadante para resuspender el pellet en 200 uL
de tampdn fosfato salino (PBS). Se afiadio 20 plL de Proteinasa Ky 400 uL de Solucién de Lisis del kit,
se mezclo por vértex (ZVClassic, Velp Scientifica, Italia) y se incubé a 56°C por 10 minutos con
agitacién 200 rpm en el agitador térmico (Thermoshaker MSC-100, Thermo Fisher Scientific, USA),

transcurridos 5 minutos se mezclé en vértex y se puso a incubar nuevamente.

Se afiadi6é 200 uL de etanol al 100 % que se mezcld por pipeteo, esta mezcla se transfirié a la
columna de centrifugado y se centrifugd por 1 minuto a 8 000 rpm, se descarté el tubo de colecta
para colocar uno nuevo. Se procedié a la fase de lavados en la que se afiadié 500 uL del Buffer de

Lavado 1 del kit, se centrifugd por 1 minuto a 10 000 rpm y se descarto el contenido del tubo de
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colecta, luego se realizé un segundo lavado afiadiendo 500 pL del Buffer de Lavado 2 y se centrifugd

durante 3 minutos a 14 000 rpm.

Se realizé la elucién del ADN para la cual, se colocd la columna de centrifugado en un tubo
de microcentrifuga estéril de 1.5 mL, se afiadié 50 pL del buffer de elucion del kit en el centro de la
membrana de la columna, se incubé a TA por 2 minutos y se centrifugd a 10 000 rpm durante 1
minuto, luego se repitié el mismo proceso en el mismo tubo, pero con 25 ulL del Buffer de Elucién.

Finalmente, se almacend a -20°C hasta su uso.

Extraccidon de ADN de Garrapatas. Se utilizé el kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit
de Promega, especificamente el protocolo para Aislamiento del ADN Gendmico de Tejidos

Animales, cola de ratén, el cual fue modificado.

Previo al proceso de extraccion se prepard la muestra, se tomé con pinzas entomoldgicas
la garrapata del tubo con etanol al 95 %, se lavd con agua destilada y se dejé secar al aire. Luego,
la garrapata se colocd en una base de vidrio limpia y esta bajo el estereomicroscopio para
observar claramente los cortes a realizar. Con un bisturi y pinzas se procediod a extraer la cabeza
de la garrapata y colocar en el tubo de muestra (tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL), luego
se retird las patas y el exoesqueleto para desecharlos, mientras que la parte interna se colocé en

el tubo de muestra.

La extraccion de ADN comenzd con un proceso de lisis, para lo cual en un tubo de 1.5 mL
se mezcld 120 uL de EDTA 0.5 M con 500 pL de Solucidn de Lisis Nuclear del kit y se enfrié en
hielo. Al tubo de muestra se afiadié 600 pL de esta mezcla, 17,5 pL de Proteinasa K 20 mg/mLy se
incubd a 55°C durante 3 horas con agitacion 200 rpm en el agitador térmico, cada hora se mezclé
en voértex y se volviod a incubar. Luego se afiadid 3 pL de solucidon RNasa, se mezcld por inversién 5
veces y se incubd a 37°C durante 20 minutos, luego se dejé enfria la muestra a TA durante 5

minutos.
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Para la precipitacién de proteinas se afiadié 200 uL de Solucién de Precipitacion de
Proteinas del kit a la muestra, se agitd por vértex durante 20 segundos y se enfrié en hielo por 5
minutos, luego se centrifugd 5 minutos a 14 000 rpm, se repitié el mismo procedimiento, pero

con 130 pL de Solucidon de Precipitaciéon de Proteinas.

Para la precipitacién de ADN se transfirié el sobrenadante que contiene el ADN a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con 600 pL de isopropanol a TAy se mezclé
suavemente por inversién hasta ver pequefias masas formadas de ADN. Centrifugar por 1 minuto
a 14 000 rpm, el ADN formé un pellet asi que se elimind cuidadosamente todo el sobrenadante
con micropipeta. Al pellet contenido en el tubo de muestra se afiadié 600 pL etanol al 70 %, se
mezcld por inversidn suavemente para lavar el ADN y se centrifugd durante 1 minuto a 14 000
rpm, luego cuidadosamente se extrajo la mayor cantidad de etanol con micropipeta sin tocar el
pellet, para eliminar el etanol sobrante se colocé el tubo abierto invertido sobre papel

absorbente durante 15 minutos.

Finalmente, se afiadid 30 pL de Solucidn de Rehidratacion de ADN del kit y se incubd

durante toda la noche a 4°C. Luego se almacené el ADN a -20°C.

Determinacion de la Integridad y Cuantificacion de ADN. Después de la extraccion de ADN
tanto de sangre como de garrapatas, se determind la integridad de ADN mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,8 %, tefiido con SYBR®Safe Invitrogen, se cargd 3 uL de muestra con buffer de
carga 10X Blue Juice Invitrogen en cada pocillo y se corrié el gel a 120 V durante 1 hora en una
camara de electroforesis, luego se observo el gel en un fotodocumentador (ChemiDoc Imaging

System, Bio Rad, USA).

Se cuantificd el ADN mediante espectrofotometria UV utilizando un espectrofotometro
(Miltiskan SkyHigh Microplate, Thermo Fisher Scientific, USA), en la microplaca se colocé 2 uL de
ADN en cada pocillo de la placa, excepto en el primero, en el cual se colocd el blanco (Buffer de

elucién del kit de extraccion de ADN para sangre y agua ultra pura libre de nucleasas para
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garrapatas). Luego se colocd la microplaca en el portaplacas del equipo, se realizé la medicidon
programando el equipo para acidos nucleicos 260 nm y se registro los datos con ayuda del Software
Skanlt™ de Thermo Scientific. Se obtuvo la concentracién en unidades pg/mLy la pureza en un radio

de 260/230 que indica contaminantes quimicos y radio 260/280 contaminacidn con proteinas.

Identificacion de Babesia spp. Mediante PCR-RFLP

PCR del Gen 18S de Babesia. La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé utilizando los
cebadores PIRO A (5"-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3") y PIRO B (5'- TTAAATACGAATGCCCCCAAC-
3’) que amplifican una porcién de 408 pb de la subunidad pequefia 18S del ARNribosomal de

Babesia spp. (Olmeda et al., 1997).

Se usé los componentes de la mezcla de reaccién establecidos por Medina-Naranjo y
colaboradores (2017) para un volumen final de 25 pL por tubo (Tabla 2) usando una enzima Taq
Polimerasa Recombinante Invitrogen. Ademas, las condiciones del proceso de amplificacidn del
mismo autor se describen a continuacion en la Tabla 3, con ciertas modificaciones establecidas para

mejorar la sensibilidad.

Tabla 2.

Componentes de la mezcla de reaccion de PCR para el género Babesia.

Componente Concentracion final Unidad
H,0 - -
Buffer 1.00 10x
Piro A 0.25 nM
Piro B 0.25 uM
MgCl, 1.50 mM
dNTPs 0.80 UM

Taq 0.50 u/uL
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Componente Concentracion final Unidad

ADN 100 ng

Tabla 3.

Condiciones de amplificacion por PCR para el género Babesia.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Ciclos
Desnaturalizacidn inicial 94 5 1
Desnaturalizacién 94 1 45
Hibridacidn 55 1 45
Extensién 72 0.5 45
Extension final 72 5 1
Mantenimiento 4 oo -

Visualizacidén de los Productos de PCR por Electroforesis. Los productos de amplificacion
fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con SYBR®Safe, se cargd 10
uL de amplicdn con buffer de carga 10X Blue Juice Invitrogen en cada pocillo y se corrié el gel a 120
V durante 1 hora en una cdmara de electroforesis, luego se visualizo el gel en un fotodocumentador
(ChemiDoc Imaging System, Bio Rad, USA). Se diferencio las muestras positivas de negativas y se

registrd en una base de datos.

Purificacion de los Productos de PCR. Se realizé duplicados o triplicados de los productos de
PCR para concentrar la muestra y se cargd todo en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con SYBR®Safe, se
cargd 50 o 75 uL de amplicdn (segun las repeticiones que se haya realizado) con buffer de carga 10X

Blue Juice Invitrogen en cada pocillo y se corrié el gel a 120 V durante 1 hora en una cdmara de
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electroforesis. Luego se colocd el gel en un transiluminador de luz azul (Safe Imager 2.0, Thermo
Fisher Scientific, USA) para realizar los cortes de las bandas lo mas finas posible, la porcidn de gel se

colocé en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

La purificacion se llevd a cabo mediante kit (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega, USA). Para la disolucién del gel se calculd el peso neto de la porcidon del gel y en base a eso
se afadié 10 plL de Solucién de Unién a la Membrana del kit por cada 10 mg de porcidn de gel de
agarosa, se mezclé por vortex y se incubd a 60°C a 200 rpm durante 10 minutos en un agitador

térmico con una agitacion en vdrtex a los 5 minutos.

Para la unién de ADN a la membrana se transvasé en contenido del tubo a la columna SV
contenida en un tubo de coleccidén y se incubd 1 minuto a TA, luego se centrifugd a 14 000 rpm por 1
minuto, se removié la columna, se descartd el liquido del tubo de coleccion y se devolvié la columna
al tubo. El proceso de lavado se llevd a cabo afiadiendo 700 pL de Solucién de Lavado de Membrana
del kit, se centrifugd por 1 minuto a 14 000 rpm, se descarté el liquido como antes se indicd y se
repitié el proceso con 500 pL de Solucion de Lavado y se centrifugé a 14 000 rpm por 5 minutos.
Finalmente, se realizé la elucidn colocando la columna SV en un tubo de microcentrifugay
afiadiendo 20 pL de Agua Libre de Nucleasas del kit, se incubd 2 minutos a TA y se centrifugd
durante 2 minutos a 14 000 rpm, se repitié el proceso, pero con 15 uL de Agua Libre de Nucleasas y

se eluyd en el mismo tubo. Se almacend a -20°C hasta su uso.

Diferenciacion de Babesia sp. Mediante Enzimas de Restriccion. Para el reconocimiento de
especies de Babesia spp. se utilizo la técnica polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP). Primero se realizé una busqueda de las secuencias tedricas de B. bovis y B. bigemina en la
base de datos Blast para realizar un analisis bioinformatico, corte con enzimas de restriccion se
determind que tedricamente la enzima Hpall corta la secuencia de B. bovis en dos fragmentos, 226 y

151 pb, mientras que Alul corta la secuencia de B. bigemina en tres fragmentos, 210, 145 y 38 pb.
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Cada producto de PCR positivo purificado a Babesia se sometié a digestion con las dos
enzimas de restriccion Hpall y Alul de Thermo Scientific para lo cual se adicioné 10 L de producto
de PCR, 17 uL de agua libre de nucleasas, 2 pyL de 10X Tango buffer y 1 uL de enzima, en un volumen
total de 30 pL. Se mezclé suavemente y se centrifugd brevemente, luego se incubd a 37°C por 3

horas sin agitacion en un agitador térmico (Thermoshaker MSC-100, Thermo Fisher Scientific, USA).

Finalmente, se visualizé por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, los 30 uL de muestra
fueron cargados con buffer de carga 10X Blue Juice Invitrogen en cada pocillo y se corrié el gel a 100
V durante 2 hora en una cdmara de electroforesis, luego se visualizd el gel en un fotodocumentador

(ChemiDoc Imaging System, Bio Rad, USA).

Identificacion molecular del género de garrapatas

Los resultados de la identificacién morfoldgica de las garrapatas se constataron con un
ensayo PCR del género Rhipicephalus que amplifica fragmentos entre 765 y 832 pb de la regién ITS2
dependiendo de la especie, R. (Boophilus) microplus presenta un amplicén de 829 pb, R. (Boophilus)
geigyi de 765 pb, R. (Boophilus) annulatus de 832 pb y R. (Boophilus) decoloratus de 821 pb. Se usé
los cebadores Boophits2 F (5'-GCC-GTC-GAC-TCG-TTT-TGA-3") y Boophits2 R (5"-TCCGAA-CAG-TTG-
CGT-GAT-AAA-3"), las concentraciones de la mezcla de reaccidn y las condiciones establecidas por

Lemperaur y colaboradores (2010).

Tabla 4.

Componentes de la mezcla de reaccion de PCR para el género Rhipicephalus.

Componente Concentracion final Unidad
H,0 - -
Buffer 1.00 10x
Boophits2 F 0.50 Y

Boophits2 R 0.50 UM
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Componente Concentracion final Unidad
MgCl, 1.65 mM
dNTPs 0.80 mM

Taq 1.00 u/uL
ADN 100 ng

Tabla 5.

Condiciones de amplificacion por PCR para el género Rhipicephalus.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 4 1
Desnaturalizacién 94 0.50 40
Hibridacién 58 0.75 40
Extensidn 72 1 40
Extensidn final 72 8 1
Mantenimiento 4 oo -

Andlisis estadistico de las variables

En las variables sexo, raza y edad se aplicé la prueba chi-cuadrado a un nivel de a=0.05
para determinar la dependencia de los casos positivos a Babesia spp. frente a las categorias de

estas variables. Los valores chi-cuadrado se muestran en el Anexo 3.

Las medidas de tendencia central permiten resumir en un solo valor a un conjunto de
datos, por lo tanto, se calculd los valores de media, mediana, moda, desviacién estandar (SD),

maximo y minimo de las variables temperatura, PT y PCV.
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Otra prueba aplicada fue t de Student, en las variables temperatura, PT y PCV para
determinar las diferencias y distribucion entre el total de las muestras y las positivas a Babesia con

un nivel de significancia de a=0.05.

Andlisis Filogenético de Babesia spp.

Secuenciacion Sanger. Previo al proceso de secuenciacidn se realizé duplicados o triplicados
de las muestras dependiendo de la intensidad de banda, para luego purificar y concentrar de gel de
agarosa el amplicdn segun el proceso de purificacidon de productos de PCR, con tres eluciones, hasta
obtener un volumen de 43 L. Luego 3 L se cargaron en gel de agarosa al 1.5 % para comprobar el
proceso de purificacidén y en la placa de secuenciacién se colocé 20 pL del producto de PCR
purificado para el cebador forward (Piro A) en un pocillo y 20 uL para el cebador reverse (Piro B).
Finalmente, la placa fue etiquetada y enviada a la empresa Macrogen, Inc. para el proceso de
secuenciacion Sanger, ademas se envidé 5 pL de los cebadores PIROA y PIROB para cada muestra a

una concentracion de 5 uM.

Ensamblaje y Andlisis de Secuencias Obtenidas. Las secuencias recibidas como resultado de
la secuenciacién, después del corte y control de calidad, fueron ensambladas (secuencia forward y
reverse) para obtener una secuencia consenso, luego se alinearon con secuencias referencia de la
base de datos GenBank “NCBI nonredundant nucleotide database”. Se usé dos programas
bioinformaticos de acceso libre, Bioedit (https://bioedit.software.informer.com) y “Molecular
Evolutionary Genetics Analysis” MEGAX (https://www.megasoftware.net/) para los procesos de

ensamblaje y alineamiento, respectivamente.

Analisis Filogenético. Con el alineamiento de secuencias obtenido se construyé un arbol
filogenético en el programa bioinformatico MEGAX analizando el mejor modelo previamente, se
ajustd el valor de bootstraps a 1 000 y cuando se obtuvo el arbol se analizd los resultados de

parentesco entre aislados.


https://bioedit.software.informer.com/
https://www.megasoftware.net/
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Capitulo IV: Resultados

Identificacion Morfoldgica y Molecular de Garrapatas
Se identificé morfolégicamente una Unica especie de garrapata, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus en machos y hembras segun las caracteristicas descritas por (Walker et al., 2003), en la

Figura 2 se muestra una vista general dorsal y ventral de ejemplares de ambos sexos.

Figura 2.

Vista dorsal y ventral de garrapatas Rhipicephalus microplus adultas.

Nota. (A) Rhipicephalus (Boophilus) microplus hembra vista dorsal, el scutum estd presente (B) R. microplus hembra vista ventral. (C) R.

microplus macho vista dorsal. (D) R. microplus macho vista ventral, las placas ventrales estan presentes.

La identificacidn de las garrapatas del género Rhipicephalus, subgénero (Boophilus) y especie

R. microplus se baso en las siguientes caracteristicas (Figura 3):

(1) Las piezas bucales son anteriores y cortas en comparacién con el género Amblyomma.
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(2) Los articulos del palpo son todos pequefios.

(3) La base del capitulo tiene margenes laterales angulosos (los cornetes son indistinguibles
en el macho).

(4) Las patas no tienen anillos, son delgadas y tiene pulvillos.

(5) Las hembras presentan scutum y los machos conscutum (véase también en la Figura 2),
no tienen ornamentacion.

(6) Eltegumento tiene estrias.

(7) Los ojos estan presentes pero indistinguibles en hembras.

(8) Los ojos estan presentes pero indistinguibles en machos.

(9) Los festones estan ausentes.

(10) Las placas espiraculares son grandes y posterior a la pata 4.

(11) Los espolones de las placas ventrales son indistinguibles en los machos y no visibles
dorsalmente, estas placas en el género Margaropus son largas y afiladas.

(12) El surco anal es indistinguible.

(13) Las coxas 1 tienen pequefios espolones emparejados (en el macho son mas largas que
en la hembra).

(14) Las coxas 4 son de tamafio normal.

(15) La apertura de genital de las hembras tiene forma de U.

(16) En el hipostoma de la hembra los dientes estan ubicados de forma 4+4 a diferente de R.
(B.) decoloratus que solo tiene 3+3.

(17) En la hembra los articulos del palpo 1 no tiene protuberancia, son cortos y cncavos.

(18) Hay espolones en las coxas 2 y 3 de la hembra.

(19) Los machos tienen un apéndice caudal estrecho a diferencia de R. (B.) annulatus que

carece de este.

Ademds, el tamano de las garrapatas no alimentadas adultas es de 2.5 mm incluidas las

piezas bucales en ambos sexos como se observa en el Anexo 2.
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Figura 3.

Caracteristicas morfoldgicas de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Mediante PCR de una muestra de ADN de garrapata se determind que esta pertenecia al
género Rhipicephalus al amplificar un fragmento de aproximadamente 800 pb del gen ITS2 como se
observa en la Figura 3, en la que ademas se puede notar la ausencia del producto de amplificacién

cuando la muestra de ADN no es pura.

Figura 4.

Amplificacion del gen ITS2 del género de garrapata Rhipicephalus.

800 pb
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Nota: En el primer pocillo se encuentra el marcador de peso molecular de 1 kb (M), seguido de una muestra positiva a PCR del género

Rhipicephalus de ADN puro (1), control negativo (CN) y muestra negativa a la misma PCR de ADN no puro (2).
Analisis Molecular de Babesia en Bovinos

Como resultado del andlisis molecular mediante PCR-RFLP se determind la presencia de
Babesia en 18.88% (27/143) por PCR convencional, mientras que por RFLP se identificé dos especies:
B. bovis en 13.29% (19/143) y B. bigemina en 5.59% (8/143), como se muestra en la Figura 7. No se

determind coinfecciones con ambas especies en ninguna de las muestras positivas a género.

Figura 5.

Representacion de la presencia de Babesia en el sector del volcdn Ilald.
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Para determinar la presencia de Babesia en bovinos se aplicé técnicas moleculares como:
extraccioén y cuantificacién de ADN, PCR especifica para el género Babesia y FRLP con las enzimas de

restriccion Hpall y Alul.

En la cuantificacion de ADN extraido de sangre bovina se determind una media de 29.08
pg/mL, con valores distribuidos entre 88.37 y 2.86 ug/mL, en cuanto a la pureza, la densidad 6ptica
(OD) del radio de A260/280 (radio aceptado ~1.8) de las 143 muestras tuvo un valor promedio de
1.959 y el radio de A260/A230 (radio aceptado 2.0-2.2) de 3.038. Sin embargo, al determinar la
integridad del ADN por electroforesis se observd bandas definidas e intensas, sin rastro de

degradacién o contaminantes como se muestra en la Figura 4.



48

Figura 6.

Visualizacion de integridad de ADN obtenido de sangre bovina.
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Nota: A partir del segundo pocillo se observa una porcién del total de muestras de ADN cargadas en gel de agarosa al 0,8% para
determinar la integridad de las mismas, en las muestras no hay degradacion ni trazas de contaminantes. En el primer pocillo el marcador

de peso molecular (M) de 1kb.

Como resultado de la PCR especifica para el género Babesia que amplifica una regién
variable del gen de la subunidad 18S del ARNr con los cebadores PIRO Ay PIRO B, se obtuvieron
amplicones de aproximadamente 400 pb en 27 muestras, que al ser reveladas se puede observar
diferentes intensidades de banda debido a la variedad de las concentraciones de ADN como se

observa en la Figura 5.

Figura 7.

Amplificacion del gen 18S rRNA del género Babesia.




49

Nota: En el primer pocillo se encuentra el marcador de peso molecular de 1 kb (M), seguido de muestras positivas con diferentes
intensidades de banda (3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10), muestras negativas (1, 2 y 8), control positivo (CP) (plasmido del estudio de Medina-Naranjo,

2017) y finalmente el control negativo (CN).

Tedricamente la enzima de restriccion Hpall realiza un corte en el amplicon de 377 pb
correspondiente a B. bovis, dejando dos fragmentos de 227 y 150 pb, mientras que Alul realiza dos
cortes en la secuencia de 393 pb de B. bigemina, dejando tres fragmentos de 209, 146 y 38 pb
(Figura 6). En base a esto, se ejecutd el proceso de digestion de los productos de PCR de las muestras
positivas con la enzima de restriccién Hpall se determind 19 muestras positivas a B. bovis y con la

enzima Alul 8 positivas a B. bigemina.

Figura 8.

Digestion RFLP con enzimas de restriccion Hpall y Alul.

B. bigemina B bovis

Alul Hpall M1

Nota: Marcador de peso molecular de 1kb (M), la primera muestra identificada como B. bigemina se identifica cortes con la enzima Alul y
no con Hpall, la segunda muestra identificada como B. bovis presenta cortes con Hpall y no con Alul; M1y M2 corresponde a los

productos de PCR completos sin digerir.

Mediante observacidon microscépica de frotis sanguineo de las muestras no se evidencié la
presencia del parasito Babesia dentro de los eritrocitos de los bovinos. Demas, la Unica muestra de

ADN puro de garrapatas se sometio al ensayo PCR del género Babesia y resultd negativa.
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Distribucion de variables: sexo, rango de edad, raza, temperatura, PT y PCV.

En la finca en el sector del volcan Ilalé a una altitud de 2469 m se muestred bovinos (n=143)
pertenecientes a siete categorias de produccién: destetadas, fierro, vientre por servir, vientre
servido, ordefo, toros, y enfermas, ordenadas de acuerdo a la edad de menor a mayor. Del total de
bovinos 7 fueron machos (4.9 %), correspondientes a la cuenta Toros y 136 hembras (95.1 %)
distribuidas en las demas cuentas. En cuanto a la raza, eran animales mestizos identificados como

Holstein (70.6 %), Jersey (18.9 %) y Brown Swiss (10.5 %) como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 6.

Distribucion de muestras segun el sexo, rango de edad y raza.

Total Positivos
Variable
Nidmero % Ndmero %
Sexo
Macho 7 4.9 0 0
Hembra 136 95.1 27 18.88
Rango de edad
(meses)

0-9 26 18.18 0 0
10-18 27 18.88 3 2.10
19-36 70 48.95 21 14.68

>36 20 13.99 3 2.10
Raza

Holstein 101 70.6 20 13.98
Jersey 27 18.9 5 3.50
Brown Swiss 15 10.5 2 1.40

Se determind que existe suficiente evidencia estadistica para indicar que la edad (valor p=

0.005) es dependiente ante la presencia de Babesia spp., mientras que la raza (valor p= 0.835) y el
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sexo (valor p=0.191) son independientes de la misma, es decir, que la presencia de Babesia no

guarda ninguna relacion con estas dos variables, al contrario de lo que sucede con la variable edad.

Al analizar las variables, PT y PCV (Tabla 5), se determind que la temperatura de los

bovinos se encuentra entre el rango 36.30 - 41.00°C con una media de 38.82°Cy PT entre 6.40—

10.00 g/dL con una media de 7.60 g/dL, ambas variables, presentan una desviacién estandar

minima, inferior a 1, es decir, no hay una amplia dispersién de los datos, contrario a la variable

PCV, la cual presenta un valor de SD alta de 3.24%, una media de 32.33% en un rango entre 40.00 y

20.00%.

Tabla 7.

Medidas de tendencia central de las variables: temperatura, PT y PCV.

Variable Media  Mediana Moda Desv’laaon Mdximo  Minimo
estdndar
Tem’;‘fgtur 9 388 3880 3880 0.54 41.00  36.30
PT (g/dL) 7.60 7.50 7.00 0.59 10.00 6.40
PCV (%) 32.33 32.00 32.00 3.24 40.00 20.00

Se determind que no existe diferencia significativa en las variables temperatura (valor

p=0.1823), PT (valor p=0.1586) y PCV (valor p= 0.1580) antes la presencia o ausencia de Babesia, en

otras palabras, los datos se distribuyen de la misma forma en las muestras positivas y negativas. De

los bovinos positivos a Babesia spp. cuatro presentaron temperatura fuera de lo normal pero solo

uno excedia el rango (39.3°C) y en PT diez sobrepasaban el intervalo normal, mientras que en PCV

ningun presentd valores menores o iguales a 29%.
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Filogenética de Aislados de Babesia spp.

Al realizar la busqueda en la base de datos GenBank con la herramienta bioinformatica Blast
se selecciond 21 secuencias de referencia de B. bigemina y 11 de B. bovis (Anexo 4) en base al
porcentaje de cobertura de consulta (Query coverage) y porcentaje de identidad. Las secuencias de
referencia seleccionadas junto con las obtenidas en este estudio fueron alineadas en el software

Mega para la construccion del arbol filogenético.

El arbol filogenético (Figura 8) se construyé mediante el método de maxima verosimilitud y
el modelo de 3 parametros de Tamura (T92), seleccionado por la topologia con mayor valor de
verosimilitud logaritmica, ademas, se utilizé una distribucion Gamma (G) discreta para modelar las

diferencias de tasa evolutiva entre los sitios. Este analisis incluyé 38 secuencias de nucledtidos.
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Figura 9.

Arbol de mdxima verosimilitud basado en los genes 185 rRNA de los aislados de B. bigemina y B.

bovis.

KUZ08257.1 B. bigemina Uganda
EF458200.1 B. bigemina Kenia
==
KMT322431.1 B. bigemina India
LCE45223.1 B. bigemina Bolivia
HQE8885838.1 B. bigemina Argentina
KMMO53035.1 B. bigemina Cuba
MH154353.1 B. bigemina 34 Colombia
1

_{ MT298497.1 B. bigemina 205 México

KPT45524. 1 B. bigemina Turguia

{r.|H208613.1 B. bigemina China
2 J437254.1 B. bigemina Australia
MNS25890.1 B. bigemina Egipto

M KKM045817.1 B. bigemina Suiza

L EF512434.1 B. bigemina lsrael
s

MT888499.1 B. bigemina 209% México
MH257718.1 B. bigemina Sudafrica
Da7E85311.1 B. bigemina Spafia
EF458202.1 B. bigemina Uruguay
MHO50356.1 B. bigemina USA

MH194352.1 B. bigemina 33 Colombia

(— EF458205.1 B. bigemina Puerto Rico

L—— 260 B. bigemina QuitoEcuador

310 B. bovis Quito Ecuador
300 B. bovis Quito Ecuador
314 B. bovis Quito Ecuador

315 B. bovis Quito Ecuador

EF458214.1 B. bovis Brasil

MHO45751.1 B. bovis21cl2USA

KPT45823.1 B. bovis Turguia
10437260.1 B. bovis Australia
MMO53043.1 B. bovis Cuba

LCE45224 1 B. bovis Bolivia
KFS28559.1 B. bovis India
JNT14577 1 B. bovis Wietnam
K%805830.1 B. bovis China
MH257730.1 B. bovis Sudafrica

MHOS0385.1 B. bovis CZ7SCL12 USA

¥R 002273101.1 Plasmodium falciparum

Nota: El arbol filogenético dibujado a escala que se muestra fue construido con la mayor probabilidad logaritmica y con longitudes de
rama medidas en el nimero de sustituciones por sitio. El porcentaje de drboles en los que los taxones asociados se agrupan se muestra

junto a las ramas.
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Capitulo V: Discusién

En este estudio, se identifico a Rhipicephalus (Boophilus) microplus como la Unica especie de
garrapata que infesta al ganado bovino en el sector del volcan llalg, al igual que en un estudio
realizado en 2 departamentos del Altiplano de Colombia, donde fue la Unica especie colectada e
identificada en todos sus estadios de muestra obtenidas de bovinos y sus respectivos potreros de
pastoreo, esto debido a que es la especie mas comun del ganado bovino (Vecino et al., 2010).
Ademds, en Ecuador, en la provincia de Santo Domingo de los Tsdachilas, Maya-Delgado y
colaboradores (2020) determinaron que R. microplus es la principal garrapata que infesta al ganado

en la zona, registrada en 83% de las fincas muestreadas.

Esta especie de garrapata es la Unica con importancia econdmica para la industria ganadera,
principalmente por su amplia distribucion geografica y su capacidad de transmitir babesiosis y

anaplasmosis bovina (Venzal et al., 2003; Coetzer & Tustin, 2004).

Es necesario realizar la identificacion del género y especie de la garrapata que esté
infestando al ganado, ya sea por morfologia, morfometria o técnicas moleculares, debido a que al
implementar estrategias de control, es decir, el tratamiento y la frecuencia de aplicacién, estas

deben adaptarse a la ecologia de la especie (Maya-Delgado et al., 2020).

El presente estudio muestra la presencia de Babesia en una finca en el sector del volcan
llalé, los resultados del ensayo molecular mostraron que, de los animales muestreados, el 18,88%
(27/143) fueron positivos para el género Babesia segun el gen 18S rRNA, siendo B. bovis mas
prevalente (13.29%) que B. bigemina (5.59%), resultando contrario a lo reportado en zonas
ganaderas de América del Sur, como Argentina (54.7 % B. bigemina y 27.3% B. bovis), Brasil (34% B.
bigemina y 20.4% B. bovis) y Colombia (24.2% B. bigemina 'y 14.4% B. bovis) en las que la prevalencia
molecular de B. bigemina es mayor a la de B. bovis (Amorim et al., 2014; Ganzinelli et al., 2020;

Jaimes-Duefiez et al., 2018).
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El porcentaje de animales positivos en este estudio fue cercano al 25,88 % registrado en la
Isla Santa Cruz en la regidn Insular (Jumbo, 2018) y menor que el 64,35% reportado en la Provincia

de Manabi en la regidn Costa (Arboleda, 2019), ambos basados en el gen 18S rRNA.

No fue posible determinar la presencia o ausencia de Babesia en garrapatas, debido a la
falta de pureza del ADN obtenido, ya que la calidad del ADN necesaria para la PCR suele ser muy
alta, con un ADN de alto peso molecular, libre de contaminacidn por proteinas, ARN o polisacaridos
que puedan inhibir la reaccidn, y con una relacién de absorbencia 260/280 nm de aproximadamente

1.8-2.0 (Abdel-Latif & Osman, 2017).

Estos resultados, indican que no se trata de una situacién endémica estable, ya que, se dice
gue una situacién endémica estable se produce cuando el 81 — 100% del rebafio esta infectado por

una especie de Babesia concreta (Norval et al., 1983).

Los resultados de este estudio se obtuvieron utilizando la prueba PCR-RFLP, la cual se
considera una técnica precisa y fiable, cuando se compara con otras pruebas con la de microscopia
Optica, ademas resulta ventajosa para la diferenciacion de B. bovis y B. bigemina porque permite
evaluar un mayor nimero de muestras en menos tiempo que posibilita una intervencion médica

oportuna para el tratamiento de babesiosis bovina (Figueroa et al., 2014).

La babesiosis bovina en esta hacienda ubicada a 2469 m de altitud fue causada por B. bovis y
B. bigemina, parasitos transmitidos por garrapatas y distribuidos en regiones tropicales de todo el
mundo, sin embargo, esta locacidn se encuentra en la regién andina del Ecuador la cual se
caracteriza en su mayoria por un clima templado, con temperaturas anuales de 11-17°C con lluvia
abundante (Portilla, 2018). La presencia de Babesia spp. en el sector del volcan llalé se puede deber
al cambio climatico que puede haber llegado a modificar la distribucidén geografica de las garrapatas
(vector de Babesia), debido a que regiones que no eran propicias para la supervivencia de las fases
no parasitarias en el suelo, pasan a ser parte de los requerimientos para ciertas especies de

garrapatas por el cambio de temperatura y humedad; aunque estos cambios no se deben a un solo
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factor, ya que la movilidad del ganado también podria ser causante de la presencia de garrapatas, y

por ende la transmision de Babesia (Benavides et al., 2016).

Otro factor que justifique la presencia de Babesia y garrapatas en esta zona podria ser la
movilizacion de animales entre zonas endémicas y no endémicas, esta se encuentra asociada con la
mayoria de brotes de la enfermedad, ya sea por la entrada de animales infestados a zonas sin

garrapata, o por el traslado de animales susceptibles a zonas endémicas (Benavides et al., 2016).

Jaimes-Duefiez y colaboradores (2018) mostraron que tanto la prevalencia de B. bigemina
como de B. bovis fue en animales con valores normales de PCV, al igual que este estudio en el cual
ningun animal positivo a Babesia presentd PCV inferior al 29% que indicaria anemia, de igual forma
la temperatura y el valor de PT no se mostraron como indicadores de casos clinicos al no haber
variacion significativa entre las muestras negativas y las positivas, indicando que se trata de una
infeccion persistente. Los bovinos infectados de esta forma aparentemente estan sanos y no
muestran signos clinicos, a menos que el animal esté expuesto a estrés, coinfecciones con otros
patdgenos, o este inmunocomprometido, lo cual causaria el resurgimiento de la enfermedad aguda.
Aunque no se sabe con exactitud cuales son los factores para que el bovino se mantenga
aparentemente sano, es probable que en ese momento la respuesta inmune haya madurado lo
suficiente como para formar anticuerpos de alta afinidad y una inmunidad celular robusta pueden

controlar la capacidad de los parasitos de propagarse (Suarez et al., 2019).

Entre la edad, raza y sexo, la primera fue la Unica que se mostré estadisticamente
dependiente a la presencia de Babesia spp., ya que los casos positivos se presentaron en los bovinos
mayores a 9 meses, es decir no se presentd ningun caso en terneros, esto se puede deber a que la
inmunidad innata es suficiente para prevenir la enfermedad grave en los terneros, en contraste con
la de los animales adultos, ya que esta juega un papel crucial en el control de la expansion del

parasito en las primeras etapas de la infeccidn (Goff et al., 2001; Suarez et al., 2019).
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El gen 18S rRNA ha sido utilizado con anterioridad para identificar grupos genéticos de
Babesia spp. asociado a huéspedes especificos (Holman et al., 2011), esto sumado a la escasez de
estudios filogenéticos de Babesia spp. en Sudamérica, llevd a aplicar en este estudio un enfoque

filogenético a los aislados encontrados, halldandose clados definidos en cada especie.

Mediante filogenia se identificé que las secuencias de los aislados de B. bovis encontradas
congregan en un grupo significativamente delimitado en una sola rama, distintos de las otras cepas
de B. bovis publicadas, sugiriendo la presencia de micro-heterogeneidades entres las secuencias de
gen 18S rRNA dentro de esta especie como lo reportd Mtshali y Mtshali (2003) entre las secuencias
del gen rap-1 en la misma especie. Ademas, este clado se encuentra estrechamente relacionado a un

aislado proveniente de Brasil.

La especie B. bigemina, se encontrd estrechamente relacionadas a secuencias de aislados
del continente americano en su mayoria, respaldados por una alta identidad con estas secuencias de
referencia obtenidas del GenBank. Esta baja variabilidad genética entre los aislados encontrados en
este estudio y los de América se debe a que el gen 18S rRNA, es un sitio altamente conservado por lo
cual muestra un bajo nivel de diversidad en arboles filogenéticos (Simas et al., 2020), pero esto, los
hace utiles tanto en la reconstruccién de la historia evolutiva de los organismos como en el analisis
molecular, para reconocer los cambios de lugar y tiempo, gracias a que su ritmo evolutivo es lento
(Adham et al., 2009). Esta cercania con los aislados de América, principalmente Colombia, Uruguay y
Brasil se debe al aumento del transporte del ganado que da lugar a la introduccion de enfermedades

como la babesiosis (Léger et al., 2013).
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Capitulo VI: Conclusiones

En este estudio se identificd una Unica especie de garrapata, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, mediante caracterizacion morfoldgica y molecular, esta es la primera evidencia de la

presencia de esta especie a 2 469 m.s.n.m. en el Ecuador.

Se determind la presencia del género Babesia en 18.88% (27/143) de los bovinos mediante
PCR al amplificar un fragmento de aproximadamente 400 pb del gen 18S rRNA, ademas, se pudo
evidenciar la presencia de dos especies, B. bovis (13.29%) y B. bigemina (5.59%) al ser analizadas por

la técnica RFLP con las enzimas de restriccion Hpall y Alul, respectivamente.

Estadisticamente, se determind que la edad es una variable dependiente en la presencia de
Babesia spp., mientras que la raza y el sexo no guardan ninguna relacién con la presencia de
Babesia. Ademas, se definié que no existe diferencia significativa en la temperatura, PT y PCV, entre

los animales positivos y negativos a Babesia.

El analisis filogenético mediante el método de maxima verosimilitud permitid la construccion
de un arbol filogenético con el modelo T92 + G en el que se determind que las secuencias de los
aislados de B. bovis se encuentran estrechamente relacionados a un aislado de Brasil, mientras que

B. bigemina estaba mdas emparentada con varios aislados de América.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda que junto con la identificacion morfoldgica se aplique estimaciones
morfométricas de la estructura externa de las garrapatas para garantizar la identificacién exacta de

género y especie.

Para la identificacién de especies de Babesia se recomienda diseiar primers y establecer
protocolos de ensayos PCR especificos para reemplazar el uso de la técnica PCR-RFLP, ya que es un

proceso extenso y requiere mayor gasto de recursos.

Se recomienda optimizar un protocolo de extraccion de ADN de garrapatas que garantice la
integridad de las muestras y la ausencia de contaminantes en las mismas, para obtener una mejor

muestra de ADN util para los ensayos PCR.

En la recoleccién de muestras de garrapatas obtenidas de los bovinos se recomienda extraer
el espécimen completo sin desprender las piezas bucales ya que son necesarias para la identificacién

morfolégica.

Dado el limitado numero de secuencias genéticas especificas de Babesia disponibles en el
GenBank, en particular, procedentes del ganado del Ecuador, se recomienda realizar mas estudios

gue incorporen estd informacién a la base de datos mencionada.

Se recomienda realizar nuevos muestreos en los bovinos para determinar la prevalenciay
factores de riesgo en otras fincas de la zona para conocer su situacién epidemioldgica y establecer

mecanismos de tratamiento y control.
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