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RESUMEN

Los artrépodos hematofagos como las garrapatas son vectores y reservorios de Babesia
bovina causada por B. bigemina y B. bovis, que es de gran importancia para el sector
ganadero por la pérdida econémica que provoca esta enfermedad. Babesia bovina posee
una amplia distribucion en paises tropicales y subtropicales, sin embargo, en Ecuador
no existe muchos estudios por eso, el objetivo es determinar Babesia bovina a traves de
una PCR multiplex anidada en muestras recolectadas de garrapatas de las provincia de
Napo, Orellana y Sucumbios pertenecientes a la region Norte de la Amazonia donde los
resultados preliminares nos reflejaron con el mayor porcentaje de positividad en B.
bigemina en la provincia de Napo con el 48% y el menor en Orellana (12%) en cambio,
el porcentaje de positivos para B. bovis por provincia es del 53% en Sucumbios y el
menor en Orellana 18%. Finalmente, la amplificacion de Babesia spp en las provincias

se present6 con 40% en Napo, 53% Sucumbios y 7% en Orellana.

Palanbras clave: Babesiosis, Ixodidae, Ecuador, Amazonia
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Abstract:

Hematophagous arthropods such as ticks are vectors and reservoirs of bovine Babesia
caused by B. bigemina and B. bovis, which is of great importance for the livestock
sector due to the economic loss caused by this disease. Bovine Babesia has a wide
distribution in tropical and subtropical countries, however, in Ecuador there are not
many studies, so the objective is to determine bovine Babesia through a multiplex PCR
nested in samples collected from ticks from the Napo, Orellana and Sucumbios
belonging to the northern region of the Amazon where the preliminary results showed
us with the highest percentage of positivity in B. bigemina in the province of Napo with
48% and the lowest in Orellana (12%), on the other hand, the percentage of positives for
B. bovis by province it is 53% in Sucumbios and the lowest in Orellana 18%. Finally,
the amplification of Babesia spp in the provinces was presented with 40% in Napo, 53%

Sucumbios and 7% in Orellana.

Keywords: Babesiosis, Ixodidae, Ecuador, Amazonia
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INTRODUCCION

La babesiosis es una enfermedad de gran importancia que afectan a la salud humana y
animal dado por protozoos intraeritocitarios del género Babesia, perteneciente a la
familia Babesiidae, del orden Piroplasmida, clase Aconoidasida, filo Apicomplexa
(Levine, 1971; Mehlhorn et al., 1984; Gordon et al., 2005). Causante de la enfermedad
Babesiosis bovina que se presenta por distintas especies, sin embargo, las particulares
son: Babesia bigemina, Babesia bovis y Babesia divergens (Levine, 1971; Homer et al.,

2000).

La Babesiosis bovina es trasmitida por artropodos hematdfagos, como las garrapatas de
la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, denominada “la garrapata comiin del
ganado” que son vectores y reservorios de parasitos, bacterias y virus (Guimardes,
2001). Que se han beneficiado de los constantes cambios climéticos para la incidencia y
prevalencia de las enfermedades que transmiten, de igual manera, se considera que la
emergencia o re-emergencia de las enfermedades transmitidas por estos vectores es a
causa de la urbanizacion, el desarrollo econémico, el desarrollo de recursos hidricos, la

deforestacion, entre otros (Molyneux, 1998; Telford et al., 2004; Caminade et al., 2018).

Babesia bigemina es moderadamente patdgena y se asocia principalmente con la masiva
destruccion de eritrocitos, que conlleva el desarrollo para tener anemia, temperaturas
altas de 41 grados centigrados, anorexia, debilidad, depresion, frecuencia cardiaca alta,
frecuencia respiratoria elevada, aborto en hembras gestantes, en cambio, en machos hay
disminucion en la fertilidad (Schnittger et al., 2012). Por otro lado, las infecciones con

Babesia bovis que es una bacteria altamente patdgena a bajos niveles de parasitemia

12



“IDENTIFICACION MOLECULAR DE Babesia bovis y B. bigemina EN
GARRAPATAS Riphicephalus (Boophilus) microplus DE LA REGION NORTE
AMAZONICA DEL ECUADOR”
periférica, provoca que los eritrocitos infectados se queden secuestrados en los capilares
cerebrales y del pulmon dado por la citoadherencia, lo cual ocasiona en el animal falta
de coordinacidn, delirio y movimientos involuntarios en las piernas (Bock et al., 2004;
Everitt et al., 1986; Uilenberg, 1995). Las técnicas de diagnostico para babesiosis
bovina de forma directa son, frotis sanguineo, necropsia o capa leucocitaria cuantitativa,
en cambio, para las técnicas de forma indirecta son, inmunofluorescencia indirecta,
LAMP, PCR o fijacion de complemento. Tanto la técnica de forma indirecta y directa
detecta al parasito en su fase temprana y cronica de la enfermedad (Bal et al., 2016;

Beugnet et al., 2015; Jiao et al., 2020)

Babesiosis bovina posee una amplia distribucién en paises tropicales y subtropicales,
siendo endémica en la mayoria de paises latinoamericanos como, Argentina, Uruguay,
Brasil, Colombia, México y Venezuela, dejando grandes pérdidas para el sector
econdmico ganadero, por la produccién de leche y sus derivados (quesos y yogurt)
ademas por la comercializacién de su carne en el comercio nacional e internacional, sin
embargo, en Ecuador no existe datos suficientes de su distribucién, ecologia y su
dindmica poblacional (Montenegro, 1992; Reyna, 2014). Por estas razones, en este

estudio se determinara B. bovis y B. bigemina a través de una PCR multiplex anidada

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en el oriente ecuatoriano, en las provincias de Napo (Gonzalo

Diaz de Pineda), Orellana (Parroquia Garcia Moreno) y Sucumbios (Parroquia Aguas
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Negra), donde se recolectaron garrapatas de la especie R. (B.) microplus, aisladas a
partir de bovinos y caninos de fincas ganaderas. Las muestras fueron conservadas en

etanol absoluto y almacenadas por el Instituto de Investigacion en Salud Publica y

Zoonosis (ClZ)

Muestras bioldgicas

A partir de 57 bovinos y 2 caninos, se aislaron de 1 a 7 garrapatas por cada animal,
obteniéndose un total de 23 garrapatas de la provincia de Orellana, 60 de Sucumbios y
124 de Napo, correspondientes a adultos (hembras) y ninfas, dando un total 207

especimenes.

Extraccion de glandulas salivales y purificacion de ADN

Para obtener las glandulas salivales se procedié a diseccionar cada garrapata sobre una
caja petri con plastilina, en donde la garrapata debia estar en posicién dorsal para
después hacer una sujecion en la porcion anterior del escudo con una aguja de
diseccion. Luego de ser sujetada, se procedio a hacer un corte lateral con el bisturi en el
lado derecho anterior del escudo hacia abajo y luego en el lado izquierdo, después de
haber sido abierta la garrapata, utilizamos las pinzas entomoldgicas para extraer las
glandulas salivales y colocar lo extraido en tubos con 50 ul de buffer de hidratacion y se

dejo6 al ambiente.
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La purificacion del ADN se llevo a cabo mediante el método descrito de Golczer et al.,
(2008) con modificaciones. De manera breve, las muestras se cortaron y trituraron
empleando tijeras y un micro-mortero. Luego se afiadieron 50 uL de buffer de lisis y se
incubo en un bloque de calentamiento a 65 °C por 10 minutos. Posteriormente, se
afiadio 100 ul de buffer de lisis, se incubo de nuevo a 65 °C por 50 minutos, se afiadio
14 ul de acetato de potasio y se dejaron las muestras en la neveraa — 4 °C por 1 hora. A
continuacion, se centrifugd a maxima velocidad por 15 minutos para recuperar el
sobrenadante y pasar a un tubo nuevo, se afiadié 200ul de etanol absoluto frio, se dejé a
temperatura ambiente por 5 minutos, se centrifugo por 15 minutos a maxima velocidad,
se descart6 el sobrenadante, se agregé 100ul de etanol al 70% frio, se centrifugo por 5
minutos a velocidad méxima para descartar el sobrenadante, se agreg6é 100 ul de etanol
absoluto frio, se afiadiéo 1 ul de  PROMEGARNASe, se centrifugo por 15 minutos a
velocidad méaxima, se descartd el sobrenadante y se puso a secar por 24 horas. Al

siguiente dia las muestras que se dejaron secando y se les coloca agua.

PCR anidada para la deteccion de B. bigemina y B. bovis.

Los cebadores que se utilizaron en la primera etapa de la PCR multiplex (PCR1) para B.
bigemina fueron BigF (5° CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC 3’) y BIigR
(5’CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAGS3’), que amplificaron un fragmento de
ADN de 278 pb del gen Spe I Ava I. Al mismo tiempo, se usaron cebadores para la
deteccion de B. bovis los cuales fueron BovF (5

CACGAGGAAGGAACTACCATGTTGA 3%) y BovR 5
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CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA 3°) para amplificar un fragmento de 350

pb del gen Rap-1 (Rios et al., 2011; Souza et al., 2014).

En la segunda etapa de la PCR multiplex (PCR2), los cebadores para B. bigemina fueron
BigNF (5 CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGTGC 3%) y BigNR
(5’CCGACCTGGATAGGCTGTGTGATG3’) que amplificaron un fragmento de 170
pb del gen Spe | Ava | y los cebadores para B. bovis fueron BovnNF (5’
TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACC 3%) y BovnNR (5
CTACCGAGCAGAACCTTCTTCACCAT 3), que amplificaron un fragmento de 290

pb del gen Rap-1 (Souza et al., 2014).

La mezcla de reaccién para la PCR1 constd de las siguientes concentraciones en un
volumen final de 25 pl: 12,5 ul Master mix de Promega 0,4uM del Primerl (Big F),
0.4uM del Primer2 (Big R) 0,4uM del Primer3 (Bov F), 0,4uM del Primer4 (Bov R),
H20 y 5ul de ADN muestra (Mtshali et al., 2013; Mera, 2015). Asimismo, para la
PCR2 se emplearon las mismas condiciones de reaccion de la PCR1, sin embargo, aqui
se usaron nuevos cebadores (BigNF, BigNR, BovNF, BovNR) para la amplificacion y 3
ul del producto resultante de la PCR1, para un volumen final de 25 ul por reaccion de
PCR. Las condiciones en el termociclador fueron: un ciclo de tres minutos a 95 °C,
seguido de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 segundos a 56 °C y 1 min a 72 °C, finalmente
un ciclo de 10 min a 72 °C (Mtshali et al., 2013). Como controles positivos se
utilizaron muestras de sangre de bovinos que fueron donados por el Instituto de

Genética de la Universidad Nacional de Colombia.
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La electroforesis de los productos se realiz6 en geles de agarosa al 2% en buffer TAE
1X vy tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 2 mg/ml. Se utilizo un
marcador molecular de 100 pb, colocando 5 pl de la reaccion por cada pocillo y se
sometieron a 100 voltios por una hora, para luego observar los productos de

amplificacion en un transluminador con luz ultravioleta.

RESULTADOS PRELIMINARES
Diagnostico molecular de Babesia bigemina y B. bovis por PCR

En la Fig. 1se presentan los productos de amplificacién obtenidos por PCR2 cada
animal, donde podemos observar una amplificacion satisfactoria de la region Spe | Ava
I con una banda de 170 pb en 49 animales y una banda tenue del mismo tamafio en 7
animales, en cambio, en el gen Rap-1 se puede observar una banda clara de 290 pb en

16 animales.

C- 8 S50 66 111 62 141 03 31 45 87 172 184 119 19 74 20 78 86 168
M 2 @1 75 06 g1 29 43 112 178 174 151 92 OS 88 120 15 166 118 51

300pb
200pb
100pb

35 37 16 33 44 470 46 60 108 21 70 _
M 152 07 57 185 130 145 104 135 28 17  bov

-
38883 - o‘. .‘“o‘ i
100pb < .

Figura 1. Deteccion molecular de B. bigemina y B. bovis se realiz6 a través de una PCR multiplex anidada, donde los
primers para la PCR 1 fueron BigF, BigR (B.bigemina) y BovF, BovR (B.bovis). En la PCR2 se emplearon las mismas
condiciones de reaccion de la PCR1, sin embargo, aqui se colocd nuevos primers (BigNF, BigNR, BovNF, BovNR) y se
uso 3 ul del producto resultante de la PCR1, para un volumen final de 25 ul por reaccion de PCR. Mediante la electroforesis
se observo los resultados de la PCR 2 de la amplificacion del gen Spe | Ava | (85, 61, 50, 66, 11, 91, 29, 141, 43, 112, 31,
178, 45, 87, 151, 172, 92, 164, 05, 119, 88, 19, 120, 74, 15, 118, 86, 51, 168, 35, 152, 07, 16, 57, 33, 185, 44, 130, 170,
145, 46, 104, 135, 108, 28, 21, 17, 70) y del gen Rap | (50, 87, 92, 164, 119, 120, 86, 35, 16, 44, 130, 145, 4@_,7135 y 17)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5447603/figure/Fig1/
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Porcentaje de B. bigemina por provincia

B. bigemina se presento en las provincias de Napo con el 48% en 23 animales, el 12 %
en Orellana con 6 animales y en Sucumbios con 19 animales un 40%. En cambio, el
porcentaje de negativos para B. bigemina por provincia es del 82% de 9 animales en

Napo y un 18% para Orellana de 2 animales.

= Napo :
= Napo negativo

= Orellana )
= Orellana negativo

= Sucumbios

Figura 1. Porcentaje de positivo a

Lo g Figura 2. Porcentaje de negativo a
B. bigemina por provincias

B. bigemina por provincias

Porcentaje de B. bovis por provincia

Se observo positividad para B. Bovis en las provincias de: Napo con 6 animales (40%),
Orellana en 1 animal (7%) y Sucumbios en 8 animales (53%) en cambio, El porcentaje
de animales que dieron negativo por provincia son Napo con 59% de 26 animales, 16 %

en Orellana en 7 animales y 25% en Sucumbios

L = Napo negativo
= Napo positivo

= Orellana negativo
= Orellana positivo

= Sucumbios
. . negativo
= Sucumbios positivo
Figura 3. Porcentaje de negativo a Figura 4. Porcentaje de positivo a

B. bovis por provincias B. bovis por provincias
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Porcentaje de positividad de Babesia spp. por provincia

Babesia spp es un parasito causante de la enfermedad babesiosis que se presentd con

40% en Napo, 53% Sucumbios y 7% en Orellana.

= Napo positivo
positivo

Orellana positivo
positivo

= Sucumbios
positivo positivo

Figura 5. Porcentaje de positividad
a Babesiosis por provincias

DISCUSION PRELIMINAR DE RESULTADOS

La provincia con mayor porcentaje en presentar B. bigemina es del 48% en Napo,
seguida de Sucumbios con 40% de animales positivos, por otro lado, en Napo 9
animales (82%) y 2 animales de Orellana no se infectaron de B. bigemina. Todas las
provincias estudiadas dieron positivo a Babesia Bigemina de algun animal que se
estudio, a diferencia, de los casos negativos para B. bigemina donde solo Napo y
Orellana presentaron resultados negativos, esto quiere decir, que en Sucumbios todos
los animales estan enfermos de Babesiosis. Las provincias que no evidenciaron en alguin
animal ningun tipo de Babesiosis es Napo en 9 animales (82%) y Orellana con 2
animales (18%), en cambio, Sucumbios no arrojo ningun porcentaje, esto quiere decir

que todos los animales estudiados dieron positivo para alguna Babesia spp.

Babesia spp es un parasito causante de la enfermedad babesiosis donde Sucumbios
(53%) obtuvo el mayor porcentaje y Orellana (7%) el menor valor. Estos valores

concuerdan con el estudio de Pazmifio et al. (2016) para la determinacion de la
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prevalencia de B. bovis en la carne faenada de ganado bovino realizado por la Empresa
Metropolitano de Quito, que se realizaron a través de las técnicas de microscopicas y
serologicas en sangre de bovinos, en donde Sucumbios obtuvo el mayor porcentaje con
7,32 % y en Orellana el menor porcentaje con 2,44 %. Asimismo, en el estudio para la
deteccion molecular de B. bovis y B. bigemina de Herrera V, (2017), realizado en la
parroquia rural Aguas Negras de la provincia de Sucumbios y la parroquia rural Garcia
moreno de la provincia de Orellana, donde se mostré6 mayor porcentaje de positividad a
Babesia spp. con 38,63 % (17/44) en la provincia de Sucumbios, a comparacion de

Orellana con un menor porcentaje 29,54 % (13/44).

CONCLUSIONES

Se llego a concluir que la provincia con mayor porcentaje de casos positivos para B.
bigemina es Napo con el 48% y en B. bovis es Sucumbios con el 53%. Las tres
provincias estudiadas (Napo, Orellana y Sucumbios) presentaron por lo menos una
garrapata infectada con B. Bigemina y B. bovis. Por otro lado, Babesiosis obtuvo un

mayor porcentaje en Sucumbios (53%) y un 7% en Orellana con el menor porcentaje.

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con estudios donde se determine mas parésitos que trasmitan
las garrapatas Riphicephalus (Boophilus) microplus para tener mayor informacion de
otras enfermedades presentes. Ademas, se podria sacar por cada garrapata de cada

provincia la tasa minima de infeccion natural.
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