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INTRODUCCION
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INTRODUCCION

-

Frotis Sanguineo Inmunofluorescencia ELISA PCR
,- PCR Punto final :
Fluoresceina - S - ; ki Stgtll;)rto PCR An'dada
Anti-Antigeno JESIRIEE LS (Ac)  (Suero+)
,ﬁ‘\f, Primer F1
; A | 7N°  ADN molde -
/ [ / - / | [ %
Ny 9 e — SECUENCIA EXTENSA
‘ X primer PCR -
Theileria equi Babesia caballi " PrimerR1

I - secuencia a
‘ TRAACAERCr. +) g amplificar SECUENCIA EXTENSA
1 '_.,‘I I ” ) e .
".: N A : k "-‘ .‘ . -l_~ R prlmer Y XI l
B b B | v ' ¥ o e Primer F2
- 066 ee sk ADN molde -
L aeneneeetak REGION ESPECIFICA
- i?"w‘r'_\‘:"'ﬂ..*'.\"‘h'-f N\
| d! rrer § -
-

Primer R2

_ . Theileri i REGION ESPECIFICA
Babesia caballi elleria equ

m -.:II
\ A e

Organizacion Mundial de Sanidad Animal. (2022). Equine Piroplasmosis. En Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres 2022.
Orga-nizacion Mundial de Sanidad Animal. https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahm/3.06.08_Piroplasmosis_equina.pdf
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INTRODUCCION
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INTRODUCCION
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OBIJETIVOS

Determinar la presencia de hemotropicos (Babesia caballiy Theileria equi) en
muestras sanguineas de equinos provenientes de dos provincias del Ecuador,
mediante la aplicacion de técnicas de biologia molecular (PCR), durante el periodo
abril-agosto de 2023.

OBJET[VOS Obtener el ADN de las muestras de sangre de equinos mediante la utilizacion de un kit
ESPECIFICOS comercial.

Detectar la presencia de Babesia caballi (B. caballi) y Theileria equi (T.equi) en las
muestras de ADN de equinos mediante PCR de punto final.

Determinar la prevalencia y factores de riesgo de la presencia de hemotrépicos en
equinos, provenientes de dos provincias del Ecuador.
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HIPOTESIS

La PCR de punto final permite identificar la presencia de

Babesia caballi (B. caballi) y Theileria equi (T.equi) en

muestras de sangre equina




MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN

@ Lavados

@ Digestion de la muestra

Buffer

lavado
(KT EXTRACCION ) N = .
“—— Proteinasa K . .

Blood Genomic 56 ° C
DNA Purification

Mini Kit | @1 min 3 min
Thermo 10 000 rpm 14 000 rpm
SCIENTIFIC
\ / @ Visualizacion/ integridad

del ADN
Y N W

GeneJET Whole Wil ' ' 1"@

@ Cuantificacion

e Agarosa
o 0,8%

(Thermo Scientific, 2017)

@ Elucion

Repetri 3 veces: 50 pL,

Bufferde 2> PLY129HL

elucion

f " DNA
i & @

1 minuto
10000 rpm
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MATERIALES Y METODOS

CEBADORES
PIRO A (5'-AATACCCAATCCTGACACAGGG- 3")
PIRO B (5'- TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3")

N

T.equi: 18s RNA: 423bp
B.caballi: 18s RNA: 396bp

Region a copiar

AD”M!JEI'IJI|I1I|I||||\| I T U R O IO RN I I D O B

Cebador 1

PCR punto final

: @ Agua
Buffer 1X
0.8 uM
ﬁr dNTPs H
0.40 uM
(6& Cebadores PIRO Ay PIRO B
2.50 mM
Cofactor Mg'
. 0.50 U/pL
Taq Polimerasa /n
s ADN 100 ng

Cebador 2

Volumen final de 25 plL

(Olmeda et al., 1997; Medina-Naranjo et al., 2017; Promega, 2018)

Visualizacidn de productos de PCR

Agarosa 2%
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MATERIALES Y METODOS

Seleccidn de enzimas de restriccion

Dani  ~DSEAL BPYELUvVL AGSL
Mfel BshNI >Lspll05I Mwol CviRI Apol
Munl <HindI BspT107I  SgrBI >AceIIl HpyCH4V XapI
[ | | | Il 1.1 [ |
ATCRATIGGAGGGCAAGTCTIGGTGCCAGCAGCCGCGGETARTTCCAGCTCCARATAGCGTATATIARACFIGTTGCAGTTARRARAGCTCGTAGTIGARTTIC < 200
@ L EGK 5 A5 S8 RGN BB ENBYY* T LCOCH *™ X ALRE™®* 1.8
I NN R, A8 K V'E AR XNV T PAEIANYIIKRL VA VFEEDLR Y VEETDL
5 I 66 0¥V " €00Q0qPR * FOQLOGQ®*" R ILNLILGOQLIESTE?®*TLHT
TAGITRACCTCCCETICAGACCACGETCGTCGGCGCCATTARGGTCGAGGTIATCGCATATARTTTGARCARCGTCARTITTICGAGCATCARCTTRARG
110 120 130 140 150 1€0 170 180 150
HpaIl
Sth302II
HapII
BsiSI g
Mspl
HinP1I StyD4I
AsplLEI BstSCI
Cfol BasKI
HspAI SerFI
GlaI CauIl
BstHHI BpuMI
Hin6I EcoHI
<Cjel BmrFI
<CjePI Benl
>Bsp24I Bmel390I
HincII AsuC2I
HindII EsaBC3I Neil <Tth11l1II
>Maql Hhal >CAil Taql MspRII <DraRI
(1 B | I | Il Il
TGCIGTTTCGTIGACTGCGCTTGECGTTIGICATCGTIGCGGCTTGEITGGGTITICGATTATICGTTICCCGGCGTTTACTTTGAGRARRATTAGAGTIGCT < 300
A VvV S L TALGY CHRCECGEGILY GGFRILTYTY S RRLTIEL™®*TETSENK®"SZSA
L F R * L RRL A F V¥ I VAANWNILSGTEDY ST P 66V YT FEIZXTRTY.I.L.
CCFVDPDCAVWURILSSILERILOGCSE¥VYSIIRTD RATFTTELUIRLTEILTETCHL
ACGACAARGCAACTGACGCGAACCGCAAACAGTAGCARCGCCGARCCAACCCARAGCTARTARGCARAGGGCCGCARATGAAACTCTITIAATCTCACGA
210 220 230 240 250 2€0 270 280 250

Alul

Tequi 215
144

Hpall

270

B. caballi 154
38 pb

Corte con enzimas

Purificar producto de PCR

@ Cortar la banda

9 won

- m
Ll | - S
Corte
(¥) Elucién
| Buffer de
elucion

(Olmeda et al., 1997; Medina-Naranjo et al., 2017; Promega, 2018)

@ Disolver el gel @ Obtencion de ADN
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MATERIALES Y METODOS
Analisis de los datos _

Unidad de estudio :> Prevalencia y los factores de riesgo: solo
Piroplasmosis equina @
Riesgo relativo y el atribuible para todas
53 = las variables con una diferencia
significativa (p< 0.05)
1056 =
158
6 Negativos Positivos | Totales
burros Expuestos a b atb
. No expuestos c d c+d
Total atc b+d at+c+b+d
27
a

~ Incidencia Expuesto (I,+) a
 Incidencia no expuesto(l,-) B
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RESULTADOS Y DISCUSION

Integridad y cuantificacion del ADN extraido de sangre entera equina mediante kit

Concentracion: 96,53 y 16,02 ug/ml A260/280 =1,6-1,7: 1,646+0,183 A260/230 >1,8: 1,0736+0,643
| . om N

‘s v A \ . . 0 ’ 0 i
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RESULTADOS Y DISCUSION

PCR punto final con piro Ay piro B
Muestras positivas para T.equi Muestras positivas para T.equi y B.caballi

Marcador 88 89 * 90" 94' 96" o7 A58, 1557 CP+ Marcador , 376 89 . R 13 714 15 D

200*
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cortes con enzimas de restriccion

Marcador

Alul
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia de la enfermedad y Factor de Riesgo por localizacion

50,2%
0
18,25% Negativos:83
Positivos:65
0 32,34%
Yo 76,98%
. . . . Intervalo de
Animales ; o= Prevalencia Riesgo Riesgo J
Muestreados Nesetiyos PoNEvoe (%) Relativo atribuible rartianzag
Variables ’ 95%
Localizacion
Provincia
Costa 109 55 54 33,75
! 1,68 20,07 1,40-2,07 ‘
Sierra 51 46 3:13

5

intervalo de confianza

<1 factor protector

>1 factor de riesgo.

=1 indica ausencia de asociacion

Negativos:4
Positivos: 5

2,49%

&

Valor P<0,05
0,0001
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia de la enfermedad y Factor de Riesgo: Actividad que realiza

19,40% 1,00% 4,48% se desconoce
N J
0
34,83%
y y y . Intervalo de
Animales fingmiivon Prifthms Prevalencia Rlesgo Rfesg.o o p— Va |0 r P< 0 ’ 05
3 Muestreados (%) Relativo atribuible
Variables 95% 0 0001
7
Actividad que realiza
Trabajo intervalo de confianza
agricolay 62 23 39 24,38 - <1 factor protector
pecuario ol &t W >1 factor de riesgo.
Otro 98 77 21 13,13 =1 indica ausencia de P

asociacion ) ESPE \ !20
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia de la enfermedad y Factor de Riesgo: Edad, sexo y especie

Variables Animales Muestreados Negativos Positivos Prevalencia (%)
Variables Zootecnia
P Valor P<0,05 Intervalo
Hembra 127 82 45 22,39 0,798 0,8-1,3
Macho 66 41 25 12,44
Desconocido 8 8 0 0,00
Edad
Potro 16 5 11 5,47
Yearling 8 6 2 1,00
Adolescente 20 12 8 3,98
Adulto 147 99 48 23,88 0,08 0,7-1
Desconocido 10 9 1 0,50
Especie
Burro 16 14 2 1,00
Caballo 150 94 56 27,86 0,4818 0,81-1,16
Mular 27 15 12 2,97
Desconocido 8 8 0 0,00
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CONCLUSIONES
~ N ( N\ ( N B

Los primers piro Ay piro B

A través de |la PCR se obtuvo una

Mediante la extraccion de ADN amplifican fragmentos de 496 T.equi Mediante este estudio se pudo
se pudo definir una paray 323 pb B.caballi que se prevalencia de 34,83%, siendo evidenciar por primera vez T.equi y
concentracién éptima 96,53 y pueden cortar con las enzimas de Manabi la provincia con mayor B.caballi mediante la aplicacién de
16,02 pg/ml restriccion Hapll y Alul para su cantidad de casos positivos, y se PCR en el Ecuador

logré determinar dos factores de
riesgo que fue la ubicacion y la
actividad que realiza el équido.

diferenciacién, comprobando asi
que estos primers pueden ser
utilizados para el diagndstico de
piroplasmosis equina mediante PCR
punto final.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda no colocar mas de 200 pl de sangre de caballo para realizar la extraccion de ADN
mediante kit, para evitar que la acumulaciéon de hemoglobina en la columna de silice.

Se recomienda realizar PCR especificas con primers que amplifican secuencias especificas de T.equ. y
B.caballi y la secuenciacion de las muestras amplificadas para una mejor identificacion de las dos especies

causantes de piroplasmosis.

p —_—
Se recomienda aumentar el tiempo de digestion de mas enzimas de restriccién para mejorar

el corte de los fragmentos al igual que aumentar el tiempo de corrida y disminuir la cantidad

de marcado colocada.
\. J
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