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Resumen

Babesia spp. es un protozoo transmitido por garrapatas de la familia Ixodidae e infecta a
diversos mamiferos, incluyendo los seres humanos. El objetivo de este estudio fue
determinar la frecuencia de infeccidn por Babesia spp. mediante la deteccion molecular en
bovinos y humanos de la region del Magdalena Medio, Colombia. Se realiz6 una
tamizacion mediante PCR donde se amplificd el gen 18S ARNr a partir de muestras de
sangre de bovinos (n=192), personas con exposicion ocupacional a la ganaderia (n=143) y
personas con sindrome febril agudo sin exposicion ocupacional a la ganaderia (pSFA-
SEOG) (n=215). En el grupo de pSFA-SEOG se realizd, ademas, la deteccion de
anticuerpos 1gG anti- Babesia microti; y mediante analisis bivariados y multivariados se
exploraron los factores asociados. Se obtuvo una frecuencia de deteccion molecular de
Babesia spp. en los bovinos de 83.9% (161/192), en ganaderos de 14.8% (21/143) y no
hubo deteccion en las pSFA-SEOG; sin embargo, la prueba seroldgica arrojéo una
seropositividad del 10.7% (23/215) en esta poblacion. Mediante el analisis molecular de las
secuencias de ADN obtenidas se identificaron las especies Babesia bovis y Babebsia
bigemina en bovinos y B. bigemina en ganaderos de la region. No se encontraron variables
asociadas con la deteccion molecular y serolégica de Babesia spp. en humanos. Sin
embargo, en los bovinos las variables asociadas fueron la edad (<9 meses) y el tipo de
produccion. Estos resultados sugieren la ocurrencia de infeccion natural por este
hemoparasito en bovinos, asi como también en los ganaderos, por lo cual serd necesario
direccionar investigaciones para determinar el papel de este parasito como agente
etioldgico de enfermedades en la zona, no solo por su importancia veterinaria, sino también

por su potencial zoonotico.
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Abreviaciones:

18S ARNr, 18S Acido Ribonucleico ribosomal.; ADN, Acido Desoxirribonucleico.;
BLASTN, del inglés Basic Local Alignment Search Tool for nucleotide sequence.; CDC,
Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades.; GAPDH, Gliceraldehido-3-
Fosfato Deshidrogenasa.; IC, Intervalo de Confianza.; 1gG, Immunoglobulina G.; IgM,
Immunoglobulina M.; PB, Puerto Berrio.; PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction.;
pSFA-SEOG, personas con sindrome febril agudo sin exposicién ocupacional a la
ganaderia.; PN, Puerto Nare.; PT, Puerto Triunfo.; RIQ, Rango Intercuartil.; RP, Razon de

Prevalencia.; RPa, Razdn de Prevalencia ajustada.

1. Introduccion

Las especies del parasito Babesia se caracterizan por desarrollar ciclos de vida heteroxenos,
que alternan entre un vector artropodo, en el cual realiza reproduccion sexual, y un huésped
vertebrado donde ocurren etapas de reproduccion asexual, tipicamente en el sistema
circulatorio y a nivel intraeritrocitario (1). Babesia spp. presenta amplia distribucion
mundial (2) y afecta a una gran variedad de hospederos (3), dentro de los que podemos
encontrar al humano, animales domeésticos, de vida silvestre y de produccion ganadera (4—
6). El principal vector involucrado en su transmisién son especies de garrapatas de los
géneros Ixodes (7), Rhipicephalus (8), Hemaphysalis (9), Hyalomma (10) y Dermacentor
(11) pertenecientes a la familia Ixodidae; en el caso del género Amblyomma su capacidad
vectorial adn estd en investigacion (12). De la familia de garrapatas Argasidae, en
Ornithodorus erraticus se ha reportado la infeccion natural por Babesia meri, un parasito

de las ratas en Africa (13) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la interrelacion entre las especies de Babesia, sus
vectores biolégicos y los hospederos implicados en el ciclo de vida de este protozoo.
Elaboracion propia basada en la literatura y usando el programa © Piktochart 2020.
(Powered by Help Scout). En la columna central se indican los géneros de las garrapatas
identificados como vectores biologicos transmisores de Babesia spp. y entre paréntesis el
namero de hospedadores utilizados como fuente de alimento en su ciclo de vida. En la
columna de la derecha se encuentran algunos hospederos de Babesia spp. y de las especies



de garrapatas de la columna central. En azul se identifican los animales domésticos y en

negro los de vida silvestre.

En la salud pablica veterinaria, principalmente en la produccion pecuaria, la babesiosis se
asocia con pérdidas econdmicas ocasionadas por mortalidad, disminucion en la produccion
y el uso de tratamientos de manejo clinico (14-16). Esta enfermedad en el ganado cursa con
una amplia variedad de signos y sintomas que no son patognomonicos, y que segun factores
como la edad, el estrés, la raza, el grado de inmunidad trasmitido por el calostro desde la
madre al ternero y la especie de Babesia inoculada, el bovino puede llegar a fallecer o
convertirse en un portador crénico de la infeccion (17-19). En Colombia, las especies
identificadas en la ganaderia bovina son Babesia bovis y Babesia bigemina (20-24) y en su

transmision se encuentra incriminada la garrapata Rhipicephalus microplus (17,21,25)

En el caso de la babesiosis en humanos, los vectores hasta ahora implicados en la
transmision de Babesia sp. han sido Ixodes scapularis en Estados Unidos (26) e Ixodes
ricinus en Europa (27). Los sintomas ocasionados son inespecificos y pueden coincidir con
otras enfermedades infecciosas, que van desde una infeccion subclinica autolimitada, hasta
un cuadro clinico con la presentacién de fiebre, fatiga, debilidad, malestar generalizado,
mialgia, dolor abdominal, nauseas, vomito, fotofobia, anorexia, artralgia, anemia
hemolitica, hemoglobinuria, hematuria e ictericia, que podria tener un desenlace mortal en
el caso de los humanos esplenectomizados (28-30). De manera concordante con la
evolucidn clinica en los animales, estos signos y sintomas conducen al personal de la salud
a tener una sospecha clinica de otras enfermedades infecciosas (29), incluso en areas

endémicas de babesiosis (31).

Las investigaciones sobre babesiosis en humanos realizadas hasta ahora en Colombia se
han orientado a la deteccion de huella seroldgica (deteccion de anticuerpos) y busqueda
microscopica del hemoparésito circulante en sangre periférica en algunas zonas ganaderas
del pais, donde se ha encontrado exposicion a Babesia microti en humanos del
departamento de Cordoba (Seroreactividad de anticuerpos 1gG con una frecuencia de
30.6% (23/80) (32), y a B. bovis (Serorectividad de anticuerpos IgM/IgG con frecuencia de
2.06 % (4/194)) y a B. bigemina (Serorectividad de anticuerpos IgM/1gG con frecuencia de
1.54 % (3/194)) en el municipio de Puerto Berrio del Magdalena Medio antioquefio (33).



Lo que sugiere la exposicién a este parasito en estas zonas ganaderas de Colombia y
plantea la pertinencia de realizar una caracterizacion microbiolégica méas exhaustiva que
incluya anélisis moleculares, en humanos y animales, para caracterizar la circulacién de
este microorganismo. El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia de
deteccion molecular de Babesia spp. y la evaluacién de factores asociados en personas con
exposicion ocupacional a la ganaderia, pSFA-SEOG y bovinos de la region del Magdalena
Medio, Colombia.

2. Metodologia

El desarrollo de la presente investigacion contd con el aval del Comité de Etica de
Investigacion en Salud de la Universidad Pontificia Bolivariana, para procedimientos de
muestreo en campo en personas con exposicion ocupacional a la ganaderia y bovinos
(Registro No. 7, 23 de mayo de 2012) (Anexo 1), captacion de pacientes con Sindrome
Febril Agudo (Registro No. 6, 16 de mayo de 2016) (Anexo 2) y especificamente para el
cumplimiento del objetivo del presente estudio (Registro No. 23, 9 de diciembre de 2019)
(Anexo 3).

2.1. Disefo del estudio

El presente estudio tuvo un disefio transversal analitico en personas con exposicion
ocupacional a la ganaderia, pSFA-SEOG y bovinos de la region del Magdalena Medio.
Para la captacion de personas con exposicion ocupacional a la ganaderia y bovinos; el
estudio fue desarrollado entre octubre y noviembre de 2015 en 24 fincas ubicadas en la
region del Magdalena Medio, correspondientes a 8 fincas ganaderas por municipio
seleccionado, de los municipios de Puerto Berrio, Puerto Nare y Puerto Triunfo. Las fincas
debian cumplir con el criterio de poseer un inventario mayor o igual a 176 bovinos para
asegurar la disponibilidad de al menos ocho empleados por finca (de ambos sexos y
mayores de edad) que estuvieran laborando al momento del muestreo. En cuanto al ganado
bovino, de cada finca se tomaron muestras de ocho animales, independientemente de su

sexo y edad.

La recoleccién de las muestras de sangre total (10 ml), tanto de los humanos como de los

bovinos, se realiz6 por sistema de extraccion al vacio en tubos BD Vacutainer® estéril con



anticoagulante. Los procedimientos de recoleccion de las muestras biologicas fueron

ejecutados por personal capacitado (Microbidlogo o bacteridlogo y médico veterinario).

Las muestras de sangre total obtenidas se trasportaron al laboratorio en condiciones de

refrigeracion para la realizacion posterior de los procedimientos de extraccion de ADN.

La poblacién de pSFA-SEOG fue captada entre noviembre de 2018 y diciembre de 2019 en

un hospital de segundo nivel de complejidad ubicado en el municipio de Puerto Berrio,

Colombia
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donde atienden pacientes de varios municipios del Magdalena Medio, como Puerto Triunfo,

Puerto Nare, Caracoli, San Roque, Maceo, San José del Nus, entre otros. Se captaron

pacientes mayores de 18 afios, quienes aceptaron participar en el estudio, firmaron el

consentimiento informado y presentaban fiebre (temperatura oral >38° C) de menos de dos

semanas y uno o mas de los siguientes sintomas: erupcion cutanea, hemorragia, infeccion

del tracto respiratorio inferior, ictericia o linfadenopatia (Figura 2).



Figura 2. Ubicacion geogréfica de las fincas ganaderas del Magdalena Medio, lugar de
captacion y origen de la poblacién incluida en este estudio. Se recolectaron muestras de
sangre de bovinos y ganaderos de las 24 fincas, que se muestran como puntos en la region
del Magdalena Medio. También estan representados (lineas oblicuas) los municipios de
origen de pSFA-SEOG captados en el hospital de Puerto Berrio representados con . Las
coordenadas geograficas se determinaron durante el trabajo de campo utilizando equipo
GPS Trimble Juno 3B (Westminster, EE. UU.) El mapa se cre6 utilizando el software
ArcGIS 10.1 (http://www.esri.com/software/arcgis/index.html). Los mapas utilizados estan
a disposicion del pablico y se obtuvieron de Grupo Ingeolan C.A., Esri, Garmin, FAO,
NOAA; Esri, AQUI, Garmin, FAO, NOAA, USGS y el Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica ((DANE) https://geoportal.dane.gov.co/servicios/descarga-y-
metadatos/descarga-mgn-marco -geoestadistico-nacional /).

Se excluyo a los pacientes que informaran tener cualquier ocupacion relacionada con la
ganaderia 0 que indicaran tener contacto cercano con bovinos, si tenian VIH categoria C
(cualquier infeccidon oportunista) o 3 (<200 células CD4), mas de 72 horas de tratamiento
con antibidticos en los Gltimos ocho dias, recibieron tratamiento con esteroides (prednisona
>0.3 mg / kg / dia durante tres semanas o mas, o >1 mg / kg / dia durante > siete dias) o con
citostaticos (excepto metotrexato en dosis bajas: <15 mg / semana), tenian neoplasias
conocidas (excepto carcinoma de células basales, carcinoma de tiroides), granulocitopenia
<500 células / mm3, tos o expectoracion de mas de 15 dias, insuficiencia renal o hepaética,
historia de traumatismo o cirugia previa en los Gltimos seis meses, fiebre atribuida a
antibidticos, diarrea como sintoma inicial y primario, mordedura de serpiente o
intoxicacién aguda, rinitis, sinusitis, otitis, amigdalitis o sintomatologia exclusiva del tracto

respiratorio superior (Anexo 4).

Cada participante se contactd para invitarlo a un primer seguimiento entre 2 y 4 semanas
después de la captacion inicial para tomar una segunda muestra de sangre para la deteccion

serologica pareada de anticuerpos IgG anti B. microti.

En el grupo de los individuos expuestos ocupacionalmente a la ganaderia se analizaron las
caracteristicas sociodemograficas como, sexo, edad, residencia y municipio de procedencia,

presencia de animales domeésticos y artropodos en la residencia, historial ocupacional, tipos



de actividades realizadas en la finca, caracteristicas higiénicas y sanitarias e historial
médico (auto-reporte) (Anexo 5). En los pSFA-SEOG, se analizaron las variables sexo,
edad, residencia, presencia de animales y artropodos en la residencia y/o el trabajo y
caracteristicas clinicas verificadas mediante revisién médica (Anexo 6). Para los bovinos se
analizaron variables como edad, sexo, raza, lugar de origen, localizacion de la finca, tipo de
produccion y tiempo de permanencia en la finca (Anexo 7). De cada participante se
recolecté muestra de sangre en tubo con anticoagulante para la extraccion de ADN y en

tubo sin anticoagulante para la separacion del suero.

2.2 Deteccion molecular de Babesia spp. mediante la amplificacion por PCR en
muestras de ADN de bovinos, personas con exposicién ocupacional a la ganaderia y
pSFA-SEOG

La extraccion del ADN genomico de las muestras de sangre obtenidas de personas con
exposicion ocupacional a la ganaderia y bovinos se realizd con el protocolo de extraccion
por salting-out para pequefios volimenes (34) y el ADN gendmico de los pSFA-SEOG, se
obtuvo con el estuche comercial QIAmp DNAeasy Blood & Tissue (Qiagen, CA, USA). La
concentracion obtenida de ADN de todas las muestras extraidas, independiente del método,
se evalud en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, USA), y el ADN se

almacend a -20°C hasta su procesamiento.

A todas las muestras de ADN gendmico procedentes de los grupos en estudio se les realiz6
una verificacion de su calidad (ausencia de inhibidores de la amplificacion) mediante la
amplificacion por PCR en tiempo real del gen de la enzima GAPDH, tanto para las
muestras de bovinos como de humanos usando los primers y condiciones de amplificacion
descritos previamente (35). Aquellas muestras de ADN que no presentaron amplificacion
del gen GAPDH fueron excluidas y a partir de nuevas alicuotas de sangre total se realizaron

nuevos procesos extraccion de ADN vy la verificacidn de inhibidores.

Para la deteccion de Babesia spp. se amplifico un fragmento de 400 pb de la region
hipervariable 1V del gen 18S ARNr, mediante un protocolo de PCR convencional usando
los primers RLB-F (fordware) and RLB-R (reverse) (Tabla 1). En el caso de las muestras
de bovinos, estas fueron analizadas por triplicado y las muestras de humanos por duplicado.

En los procedimientos de amplificacion se utilizd6 agua Milli-Q® Type | (Merck,



Darmstadt, Germany) como control negativo y como controles positivos se uso el ADN de
B. bovis y B. bigemina extraido de sangre infectada, proporcionadas por el Banco de
Germoplasma de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agricola (AGROSAVIA).

Tabla 1. Primers utilizados para la evaluacion de inhibicion de la amplificacion y la

deteccion molecular de Babesia spp.

Tamario
) ) del )
Nombre Gen diana Secuencia (5°-37) ] Referencia
amplicon
(pb)
GAPDH F: GCGATACTCACTCTTCTACCTTCGA
GAPDH 1700
humanF/R R: TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC (35)
GAPDH F: TGGGTGTGAACCATGAGAAG
GAPDH 1700
BovineF/R R: GCTAAGCAGTTGGTGGTGC
Region F: GACACAGGGAGGTAGTGACAAG
RLB-F2/R2 hipervariable IV 400 (36)

R: CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT
del 18S ARNr

Cada reaccion de PCR, tanto para el ADN procedente de las muestras de bovinos como
para el de humanos, se realiz6 en un volumen final de 25ul que contenia la concentracion
final de 1.25 unidades de polimerasa, 0.25 pmol de cada primer, 3mM de MgClI2, 0.2mM
de dNTPs y aproximadamente 50ng/pL de ADN gendémico de cada muestra y se corri6 en
el equipo T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD, Laboratories, Inc, USA). Las condiciones de
programacion del equipo para las reacciones con ADN de humanos fueron las establecidas
previamente (37), al igual que las condiciones de corrida para la deteccién en el ADN de
bovinos (36).

La presencia o ausencia del producto de amplificacion se verifico mediante el andlisis de
5ul de cada producto de PCR en electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con
EZvision ™ Dye (AMRESCO Inc. Cochran Road Solon, EE. UU.) y visualizados en el
Fotodocumentador BioSpectrum®Imaging System (UVP, Nuffield Road, Cambridge, UK).

2.3 Deteccion de anticuerpos IgG anti-B. microti en pSFA-SEOG



En la poblacion de pSFA-SEOG se realizo la deteccion de anticuerpos 1gG especificos para
B. microti con el fin de evaluar la exposicidn previa a esta especie. A partir de cada muestra
de suero se ejecutd un protocolo de inmunofluorescencia indirecta utilizando el estuche
comercial BMG-120 y se siguieron las indicaciones del fabricante, tanto para el protocolo
de procesamiento de muestras, como para la interpretacion de los resultados (muestras
positivas con diluciones 1:64) fabricante (FULLER Laboratories, California, USA) (38)
(Figura 3).
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Figura 3. Resumen de la metodologia ejecutada. Elaboracién propia usando el programa ©
Piktochart 2020. (Powered by Help Scout). De forma general se representan los aspectos
metodologicos de la investigacion para permitir una vision global de la misma. Las lineas
azules indican los aspectos metodoldgicos para realizar la deteccion molecular de Babesia
spp. mediante la amplificacion por PCR en muestras de ADN de la poblacion del estudio.
Las lineas cafés indican el flujo del proceso para la determinacion de anticuerpos 1gG anti-
B. microti en pSFA-SEOG vy las lineas amarillas indican el plan de andlisis molecular
basado en las secuencias parciales de la regién hipervariable 1V del gen 18S ARNr y el
analisis descriptivo e inferencial de los factores asociados con la deteccion de Babesia spp.

mediante analisis serolégico y molecular.

2.4 Andlisis de datos

2.4.1 Andlisis molecular basado en secuencias de ADN

De las muestras positivas se seleccionaron algunas que cumplieran los criterios de
concentracion y calidad del amplicon para la secuenciacién bidireccional del marcador 18S
ARNr. Los productos de PCR seleccionados procedentes de bovinos y humanos, fueron
purificados y secuenciados (secuenciacion bidireccional) por la empresa Psomagen Inc.,
MD, USA.

Las secuencias parciales de ADN obtenidas para el marcador 18S ARNTr fueron editadas y
alineadas en el programa Geneious® 9.1.2 (Wellesley St, Auckland, New Zealand); desde
el mismo programa se realiz6 un anélisis BLASTn (NCBI, GenBank) de cada secuencia
consenso para evaluar su porcentaje de identidad con relacion a las secuencias reportadas

en el GenBank.

Para lograr mayor soporte del diagndstico molecular se seleccionaron algunas secuencias
de referencia para la familia Babesiidae (Baneth et al., 2020) y se realizd un analisis de
filogenia molecular. Para estimar el modelo de sustitucion nucleotidica se utilizd la
herramienta jModelTest 2.1 (40). Luego se realizo el analisis bajo el método de maxima
verosimilitud con un bootstrap de 1000 réplicas, en el programa MEGA X version 10.2.2
(41). EI arbol fue construido en base al modelo TrN+I+G segun lo estimado utilizando el

criterio de informacion Bayesiano (BIC). Como grupo externo se incluyd la secuencia



EU052685 perteneciente a la especie Cardiosporidium cionae perteneciente, al igual que

Babesia spp., al orden Aconoidasida.

2.4.2 Analisis estadistico descriptivo e inferencial de factores asociados a la deteccion

molecular de Babesia spp.

Para describir la poblacion se usé para las variables cualitativas frecuencias relativas y
absolutas, y para las variables cuantitativas medianas con Rango Intercuartil (RIQ),
calculadas por medio del programa SPSS ® software estadistico (SPSS ® Inc., Chicago,
EE.UU.). Para establecer asociacion se defini6 como variable desenlace para toda la
poblacién la deteccion molecular del género Babesia y adicionalmente, en el grupo de
pSFA-SEOG se analizaron los factores relacionados con la deteccion de anticuerpos 1gG
especificos para B. microti. En el andlisis para establecer asociacién de positividad con
variables cualitativas se us6 Chi cuadrado, test exacto de Fisher o de verosimilitud y en el

caso de las variables cuantitativas se uso la prueba de U de Mann Withney.

Mediante regresion de Poisson se estimo la razén de prevalencia cruda (RP) y la razon de
prevalencia ajustada (RPa) y su correspondiente intervalo de confianza (IC) al 95%
mediante el programa Stata®software (Lakeway Drive, Texas, EE. UU.). Ademas, los
errores estandar en el caso de los bovinos y las personas expuestas a la ganaderia se
ajustaron por cllster para cada municipio, ya que las fincas, los humanos y el ganado
presentaban una agrupacion natural determinada por la localizacion de cada finca. En los
modelos multivariados se incluyeron aquellas variables que cumplieron con el criterio
estadistico de un valor de p<0.25 después de realizar el andlisis bivariado (42), por
considerarse importantes en la historia natural de la babesiosis o por tratarse de factores de
riesgo previamente descritos en humanos (32,43,44) o bovinos (20,45,46).

3. Resultados
3.1. Caracteristicas sociodemograficas, deteccidén seroldgica y molecular de Babesia

spp. en los grupos de estudio

El grupo de personas con exposicion ocupacional a la ganaderia estuvo conformado por un
total de 143 humanos, 37 de Puerto Triunfo (25.9%), 50 de Puerto Berrio (35%) y 56 de
Puerto Nare (39.1%). La mayoria eran hombres (82.5%) y presentaron una mediana de
edad de 41 afios (RIQ: 39-43). Respecto al lugar de residencia, el 83.2% vivian en zonas



rurales y en su gran mayoria tenian animales en la residencia (99.3%), tales como perros
(71.3%), bovinos (70.6%), gatos (65.0%) y aves de corral (65.0%), entre otros. La principal
ocupacion laboral informada fue la de oficios varios (72%), donde se incluyen los trabajos
de mantenimiento general de la finca; seguido de ocupaciones administrativas (18.2%), de
medicina veterinaria y ocupaciones afines (8.4%). Entre las principales actividades

realizadas en la finca se encuentra el ordefio (44.7%) y el encierro del ganado (45.4%).

El 78.3% de las personas con exposicion ocupacional a la ganaderia expresaron tener
contacto directo con los bovinos durante sus labores y el 66.4% se exponen a fluidos
biolégicos. Ademas, reportaron la presencia de garrapatas en el trabajo y/o la residencia
(88.1%), la presencia de formas inmaduras (larvas y ninfas) de garrapatas (53.2%) y
antecedentes de picaduras por garrapatas (62.9%). Las principales caracteristicas clinicas
reportadas (auto-reporte) por las personas de este grupo fueron el padecimiento frecuente
de cefalea (38.5%), fiebre (34.3%) y escalofrios (32.9%) (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y sanitarias de las

personas con exposicion ocupacional a la ganaderia y de pSFA-SEQG.

Personas con

exposicion
PSFA-SEOG _
ocupacional a la Total (n=358)
(n=215) .
ganaderia
(n=143)
# % # % N %
CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS
S Femenino 85 39.5 25 17.5 110  30.7
exo
Masculino 130 60.5 118 82.5 248  69.3
Edad en afios (Me (RIQ)) 34 (32-36) 41 (39-43) 37 (35-8)
Residencia Rural 139 64.6 119 83.2 258 721
Urbana 76 35.3 24 16.8 100 279
Municipio del Puerto Triunfo 0 0 37 25.9 37 10.3
Magdalena Medio Puerto Berrio 215 100 50 35 265 74
Puerto Nare 0 0 56 39.2 56 15.7
Lavado de manos después del contacto con
16 7.4 131 (138) 916 147 411

animales

Lavado de manos antes de comer 172 80 134 93.7 306 85.5




FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION POR Babesia spp.

Animales en vivienda 154 71.6 142 99.3 296 82.6
Cerdos 6 2.7 47 32.8 53 14.8
Bovinos 0 0 101 70.6 101 282
Aves de corral 2 39 18.1 93 65 132 36.86
Caballos 6 2.7 84 58.7 90 25.1
Animales presentes en  Ovejas, cabras, chivos 5 2.3 8 55 13 3.6
la residencia Perros 101 46.9 102 71.3 203  56.7
Gatos 105 48.8 93 65 198 553
Aves domésticas ° 22 10.2 0 0 22 6.1
Otros animales 5 2.3 18 12.5 23 6.4
No aplica 61 28.3 1 0.7 62  17.32
Duermen en casa las mascotas (n=313) 76 35.4 18 12.6 96 16.3
Roedores y artropodos Roedores 138 64.2 106 74.1 243  68.1
en vivienda Cucarachas 177 82 120 83.9 297 829
Moscas 173 80.4 115 80.4 288 804
Pulgas 46 21.4 71 49.6 117 326
Acaros 46 21.4 55 38.4 101 282
Ocupacion laboral Vetermar_lo, gangdero 0 0 12 8.4 12 34
u ocupaciones afines
Agrlc_ultor, minero o 30 14 3 21 33 9.2
trabajador forestal
Oficios varios o no 16 74 103 72 119 332
especificados
Ocupaciones
administrativas o 18 8.4 26 18.2 44 12.3
comerciante
Ama de casa 54 25.1 0 0 54 151
Otras ocupaciones ° 53 247 0 0 53 14.8
Animales en el trabajo 34 15.8 143 100 177 49.44
Trabaja con animales 18 8.4 143 100 161 45
Contacto con bovinos en el trabajo - - 112 78.3 112 313
Contacto con fluidos en el trabajo 13 6.1 95 66.4 108  30.1
Garrapatas en trabajo y/o residencia 95 44.2 126 88.1 221 617
Antecedente de picadura por garrapatas 66 30.7 90 62.9 156  43.6
Namero de picaduras por garrapatas (Me (R1Q)) 4 (2-10) n=66 5 (3-30) n=90 5 (2-10) n=156
Historia de presencia de formas inmaduras de 151 70.2 76 532 227 634
garrapatas
CARACTERISTICAS CLINICAS
Transfusion sanguinea 15 7 12 8.4 27 7.5
A q Nauseas 152 70.7 21 14.7 173 48.3
uto-reporte de Fatiga 192 893 21 147 213 59.6

sintomas .
Anorexia 181 84.2 12 8.4 193 53.9



Mialgias/artralgias 185 86.1 17 11.9 202 56.4

Cefalea 192 89.3 55 38.5 247 69
Escalofrios 198 92.1 47 32.9 245 68.4
Fiebre 215 100 49 34.3 264 737
Vomito 102 47 .4 10 7 112 31.3
Conjuntivitis 123 57.2 10 7 133 37.2
Adenopatias 31 14.4 2 1.4 33 9.2
Disnea 35 16.3 5 3.5 40 11.2
Ictericia 11 5.1 2 14 13 3.6
Coluria 71 33 8 5.6 79 22.1

3 En esta categoria se agrupan gallos, gallinas y pollos.

b En esta categoria se agrupan loros, gansos, aves, guacamayas, pericos, patos, palomas y pavos

¢ En esta categoria se agrupan personal de la salud, trabajadores de mantenimiento de computadores, docentes,
técnico manejo ambiental, conductores de, maquina pesada y camiones, estudiantes, militares,

Mediante el analisis molecular implementado en este estudio se detectd el género Babesia
en el 14.8% (21/143) de las personas con exposicion ocupacional a la ganaderia. El 95.2%
de los humanos positivos fueron captados en Puerto Nare, el porcentaje restante 4.8%
(1/21) procedieron del municipio de Puerto Triunfo y no se detectaron muestras positivas
de los humanos captadas en Puerto Berrio.

Un total de 215 pSFA-SEOG fueron evaluados, provenian de diferentes municipios del
Magdalena Medio, como Puerto Berrio (86%), Maceo (4.2%), Puerto Nare (2.8%),
Caracoli (0.5%), Yondé (0.5%) y San Rafael (0.5%) del Departamento de Antioquia y del
municipio de Cimitarra del Departamento de Santander (4.2%) y de Puerto Boyaca del
Departamento de Boyaca (0.5%) (Figura 2). La mayoria de ellos eran hombres (60.5%) y
presentaron una mediana de edad de 34 afios (RIQ: 32-36).

Respecto al lugar de residencia, el 64.6% vivian en zonas rurales y las principales
ocupaciones realizadas eran actividades en el hogar (25.1%), agricultura, mineria u oficios
relacionados (14%) y labores administrativas (8.4%). El 71.6% de los humanos de este
grupo de estudio informaron tener animales en residencia, como gatos (48.8%), perros
(46.9%) y aves de corral (18.1%), entre otros. Ademas, el 44.2% reportaron la presencia de
garrapatas en el trabajo y/o la residencia, y el 70.2% reportaron la presencia de formas
inmaduras de garrapatas. El antecedente de picadura de garrapata fue reportado en el 30.7%
de pSFA-SEQOG.



En este grupo de estudio no se obtuvo deteccion molecular de Babesia spp. en ninguna de
las muestras biol6gicas analizadas, pero en el andlisis seroldgico para la deteccion de
anticuerpos 1gG anti- B. microti se obtuvo una frecuencia de positividad del 10.7%
(23/215). En el seguimiento, se obtuvo muestra para el andlisis serologico pareado solo de
80 de los 215 pacientes captados inicialmente, entre los que se encuentran 4 de los que ya
presentaban seropositividad en el andlisis de la primera muestra y de estos solo uno
continu6 seropositivo. En las 76 muestras pareadas restantes, se detectd una seropositividad

del 10.5% (8/76) para la deteccion de anticuerpos IgG anti- B. microti.

En el grupo de estudio de bovinos se analizaron 192 animales procedentes de los
municipios de Puerto Berrio, Puerto Triunfo y Puerto Nare. EI 50% eran machos y tenian
una mediana de edad de 20 meses (RIQ: 9-60 meses). Las razas de los bovinos estuvieron
distribuidas entre cruces (40.1%), Bos indicus (37.5%), Bos taurus (18.2%) y criolla
colombiana (4.2%). El ganado bovino analizado estaba destinado principalmente a la
produccion de carne (51%) y leche (30.7%), y la mayoria (77.1%) habia nacido en la finca.

Con respecto a la deteccion molecular de Babesia spp. en los 192 bovinos estudiados, se
identificd este hemoparasito con una frecuencia de 83.9% (161/192). Mientras que la
frecuencia de deteccion por municipio fue de 92.2% (59/64) para los animales procedentes
de Puerto Triunfo, 85.9% (55/64) para los de Puerto Nare y 73.4% (47/64) para los de
Puerto Berrio (Tabla 3).

Tabla 3. Descripcion de la poblacion bovina estudiada y deteccion molecular por PCR
convencional para Babesia spp.

Municipios (N=192)

Puerto Puerto

Berrio Triunfo Puerto Nare Total

n % n % n % n %

Sexo Hembra 32 50 32 50 32 50 96 50
Macho 32 50 32 50 32 50 96 50

Edad en meses 18 (12-48) 24 (8-60) 22 (7-72) 20 (9-60)
Peso en Kg (Mediana (RIQ)) 308 (230-398) 30%(1))20' 3131(51))65' 3030((1))60'
Bos indicus 29 45.3 15 234 28 4338 72 375
Razas® Bos taurus 6 9.4 18 28.1 11 17.2 35 182
Criolla colombiana 3 4.7 4 6.3 1 1.6 8 4.2

Cruces 26 40.6 27 4272 24 375 77 401




En finca 41 64.1 60 938 47 734 148 77.1

Nacimiento - ora de finca 23 359 4 63 17 266 44 229
Leche 6 9.4 28 438 25 391 59 30.7
Tipo de Carne 35 54.7 36 56.3 27 422 98 51
produccion  Doble propdsito 0 0 0 0 12 188 12 6.3
Cria 23 35.9 0 0 0 0 23 12
Tiempo de permanencia en la finca i i i i
(Mediana (RIQ)) 12 (12-30) 24 (8-60) 19 (6-48) 14 (8-48)
Ganado vacunado contra garrapatas 1 1.6 0 0 0 0 1 0.5
EQFglcs)e)nto de garrapatas ((Mediana 12 (4-32) 22 (6-42) 14 (0-24) 16 (4-32)
PCR para Negativo 17 26.6 5 7.8 9 14.1 31 16.1
Babesia spp. Positivo 47 73.4 59 922 55 85.9 161 83.9

2 Las razas fueron categorizadas para observar mejor las frecuencias asi: Bos indicus: bovinos de origen indio,
también conocido como ganado cebd, se incluyeron razas como Brahman, Cebd, Gyr y Simbrah; Bos taurus:
bovinos de origen europeo, dentro de este grupo se incluyeron razas como Holstein, Jersey, Ayrshire,
Simmental, Brown Swiss, Normande, Senepol y Swedish Red; Criollos colombianos: BON y Romosinuano.

3.2.Analisis molecular basado en las secuencias parciales de la region hipervariable 1V
del gen 18S ARNr

Para este andlisis se obtuvieron ocho secuencias de la region hipervariable 1V del gen 18S
ARNIr, tres procedentes de muestras de bovinos y cinco de las personas con exposicion
ocupacional a la ganaderia.

En el analisis BLASTN de las secuencias procedentes de las muestras de los bovinos, dos de
ellas presentaron porcentajes de identidad del 100% con secuencias de B. bigemina y la otra
presentd un porcentaje de identidad de 87.7% con secuencias de B. bovis. En el caso de las
secuencias procedentes de las muestras de las personas con exposicion ocupacional a la
ganaderia se obtuvieron porcentajes de identidad que variaron entre el 99.9 al 100% con
secuencias de B. bigemina reportadas en el GenBank. Se realizd un alineamiento multiple
para las tres secuencias procedentes de bovinos y otro para las cinco secuencias
procedentes de humanos, y al identificarse que las secuencias de humanos eran 100%
idénticas entre ellas se eligio una para la realizacion del analisis de filogenia molecular. En
el arbol de filogenia molecular se observa que las secuencias obtenidas de B. bigemina
tanto de bovinos como de personas con exposicion ocupacional a la ganaderia se agrupan

con otras secuencias de esta misma especie reportadas en otros lugares el mundo,



incluyendo Colombia. Respecto a la secuencia obtenida de B. bovis, esta se observa que se

agrupa con la secuencia reportada de un bovino en Estados Unidos (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético obtenido mediante el método de maxima verosimilitud y
basado en las secuencias de la region hipervariable 1V del gen 18S ARNr para el género
Babesia. La historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método de méaxima verosimilitud y el
modelo de Tamura-Nei. Se utilizd una distribucion gamma discreta para modelar las
diferencias de tasa de evolucion entre sitios (5 categorias (+ G, parametro = 0.4772)) y el
modelo de variacion de tasa ([+ 1], 27.92% de sitios) permitié que algunos sitios fueran
evolutivamente invariables. Las etiquetas para cada secuencia de referencia incluyen el
numero de acceso de GenBank y especifican el pais de origen. Sus ramas tienen nimeros
que indican el soporte de bootstrap (1000 repeticiones), con valores que van del 70% al
100%. Las secuencias obtenidas para este estudio se destacan en negrita. BOT: Botswana,
CHI: China, COL: Colombia, EST: Estonia, ISR: Israel, JAP: Japdn, NIG: Nigeria, PB:
Puerto Berrio, PN: Puerto Nare, PT: Puerto Triunfo, SA: Sur Africa, SPA: Espafa, TAI:
Taiwan, TUR: Turquia, USA: Estados Unidos de America.

3.3. Analisis de factores asociados con la deteccién de Babesia spp. mediante analisis

seroldgico y molecular

En el analisis bivariado considerando los resultados de la deteccion molecular de Babesia
spp. respecto a las caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgicas y los antecedentes
ocupacionales de las personas con y sin exposicion ocupacional a la ganaderia, se
observaron variables relacionadas tales como la edad, la exposicion ocupacional a la
ganaderia, la presencia de garrapatas en el trabajo y/o en la residencia, la tenencia de
animales y de mascotas que duermen en el interior de la residencia y tener contacto directo
con animales en el trabajo. Especificamente en el grupo de personas con exposicion
ocupacional a la ganaderia, el sexo y el antecedente de picaduras por garrapatas, presento
asociacion estadisticamente significativa con la deteccion molecular de Babesia spp. (Tabla
4). En el anélisis multivariado realizado no se observaron asociaciones de importancia
relacionadas con la infeccion por Babesia spp. en la poblacion con exposicion ocupacional
a la ganaderia ni en el grupo de estudio pSFA-SEOG, al igual que no se encontré relacion
biologicamente plausible entre la deteccion seroldgica de anticuerpos IgG anti- B. microti y
las caracteristicas analizadas en las pSFA-SEOG (Tabla 5y 6).



Tabla 4. Analisis bivariado de las caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de las

personas con exposicion ocupacional a la ganaderia y las pSFA-SEOG segun la positividad

molecular por Babesia spp.

Personas con y sin exposicion Personas con
ocupacional a la ganaderia

exposicion

ocupacional a la ganaderia

n/N (%) Valorp n/N (%) Valor p
Femenino 7/110 (6.4) 7/25 (28.0) .
Sexo Masculino 14/248 (5.6) 0790 14118 (11.9) 0.058
Positivo 39 (34-47) Positivo 39 (34-47)
E Me (RI . .109P . .929°

dad (Me (RIQ) Negativo 33 (24-47) 9% Negativo 415 (31-49) 9%
Ub_lcacpn de la Rural 15/258 (5.8) 0.946 15/119 (12.6) 0.124°
residencia Urbana 6/100 (6.0) 6/24 (25.0)

Personas  con
_ exposicion 21/143 (14.7) NA
Grupo de estudio ocupacional  a 0.000 NA
la ganaderia
pSFA-SEOG 0/215 (0) NA
Presencia de No 2/137 (1.5) 2/17 (11.8) 1.0002
t I 0.005
garrapatlas -~ en - 1 g 10/221 (8.6) 19/126 (15.1)
residencia y/o trabajo
Presencia de a.nlmal.es N.o 0/61 (0.0) 0.032% 0/1 (0.0) 1.000°
dentro de la residencia  Si 21/296 (7.1) 21/142 (14.8)
Historia de presencia No 10/131 (7.6) 10/67 (14.9)
de formas inmaduras Si 11/227 (4.8) 0.280 11/76 (14.5) 0.939
de garrapatas
Duermen en casa las No 19/249 (7.6) 19/110 (17.3) a
mascotas Si 2/94 (2.1) 0.058 2/18 (11.1) 0.736
. . No 20/331 (6.0) 20/131 (15.3)
Transf 1.0002 1.000?

ransfusion sanguinea Si 127 37) 112 (8.3)

Co_ntacto directo f:on N_o 0/195 (0.0) 0.000 NA NA
animales en el trabajo  Si 21/161 (13.0) NA
Antecedente de No 12/202 (5.9) 12/53 (22.6)

i 1.0002 .
picadura Por g 9/156 (5.8) 000" 990 (10.0) 0.039
garrapatas
NUmero de bovinos positivos a Babesia ~ Positivo: 6 (6-8) 0.498" 11/52 (21.2) 0.498"
spp. por finca Negativo: 0 ' 8/79 (10.1) '

n: Positivos para la detecciéon de Babesia spp.
N: Poblacién total en la variable

NA: No aplica

Valor en negrita: p<0.25

2Test exacto de Fisher

b Test de Mann-Whitney



Tabla 5. Analisis multivariado de las variables que cumplieron con el criterio estadistico de

valor de p<0.25 en el analisis bivariado de las personas con exposicion ocupacional a la

ganaderia y/o factores de riesgo para la infeccion con Babesia spp. previamente descritos.

N=143

Variable

RP (IC 95%)

RPa (IC 95%)°

p<0.05

Edad (>40 afios)
Ubicacion de residencia (Urbana)
Garrapatas en el trabajo y/o residencia

Uso de botas

0.82 (0.64-1.05)
1.98 (1.03-3.79)
1.28 (0.77-2.11)
0.82 (0.30-2.20)

0.72 (0.53-0.99)
2.58 (2.03-3.27)
1.61 (0.74-3.52)
0.67 (0.24-1.86)

0.049
0.000
0.233
0.446

2 Ajustada por municipio en cluster
N: Poblacién total



Tabla 6. Analisis descriptivo y bivariado de las caracteristicas sociodemograficas y clinicas

asociados con la deteccion seroldgica de anticuerpos IgG a B. microti en pSFA-SEOG.

Resultados obtenidos
por Serologia para B.

microti Analisis
#(%) Positivos  Negativos bivariado
N=23 N=192
n (%) n (%) Valor p
CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS
Femenino 85 (39.5) 8(34.8) 77 (40.1)
Sexo Masculino 130 (60.5) 15(65.2) 115(59.9) 0%
Edad en afios (Me (RIQ)) 34 (32-36) 29422)0' 30 (22-43)  0.566
Ubicacion de la Rural 139 (64.7) 14(60.9) 125(651) .
residencia Urbano 76 (35.3) 9(39.1) 67 (34.9) '
FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION POR Babesia spp.
Garrapatas en el trabajo  No 120 (55.8) 11 (47.8) 109 (56.7) 0.414
y/o la residencia Si 95 (44.2) 12 (52.2) 83(43.3) '
Animales en la No 61 (28.4) 8(34.8) 53(27.6) 0.446
residencia Si 154 (71.6) 15(35.2) 139 (72.4) '
Historia de presenciade No 64 (29.8) 5(21.7) 59 (30.7) 0.373
formas inmaduras Si 151 (70.2) 18 (78.3) 133 (69.3) '
Duermen en la No 139 (64.6) 19 (82.6) 120 (62.5) 0.057
residencia las mascotas ~ Si 76 (35.4) 4(17.4) 72 (37.5) '
CARACTERISTICAS CLINICAS
- . No 200 (93) 23 (100) 177 (92.2)
Transfusion sanguinea si 15 (7) 0(0) 15 (7.8) 0.379
Diabetes 10 (4.7) 1(4.3) 9(4.7) 1.000
Hipertension 23 (10.7) 2(8.7)  21(10.9) 1.000
Diagnastico de 19 (8.8) 4(17.4)  15(7.8) 0.129
- malaria
Antecedentes clinicos Diagnostico de
chikungufia 19 (8.8) 4 (17.4) 15(7.8) 0.129
Diagnéstico de
dengue 23 (10.7) 5(21.7) 18 (9.4) 0.080
Nauseas 152 (70.7) 16 (69.3) 136(70.8)  0.900?
Fatiga 192 (89.3) 22 (95.7) 170 (88.5) 0.480
Anorexia 181 (84.2) 20 (87.0) 161(83.9)  1.000
Mialgias/artralgias 185 (86.1) 20 (87.0) 165 (85.9) 1.000
Cefalea 192 (89.3) 20 (87.0) 172(89.6)  0.720
Auto-reporte de Escalofrios 198 (92.1) 20 (87.0) 178(92.7) 0.403
sintomas Fiebre 215 (100) 23 (100) 192 (100) NA
Vomito 102 (47.4) 12(52.2) 90(46.9)  0.631°@
Conjuntivitis 123 (57.2) 10 (43.5) 113(58.9) 0.159°
Adenopatias 31 (14.4) 2(8.7) 29 (15.1) 0.542
Disnea 35 (16.3) 2(87) 33(17.2)  0.384
Ictericia 11 (5.1) 2(8.7) 9(4.7) 0.333



Coluria 71 (33) 7(30.4) 64(33.3) 0.7802
<2 dias 23 (10.7) 2(8.7) 21 (10.9)
Duracion de la fiebre . 0.657
(dias) (Me (RIQ)) 2- 3 dias 77 (35.8) 6(26.1) 71(37.0) .
4-6 dias 71 (33) 10 (43.5) 61 (31.8)
>7 dias 44 (20.5) 5(21.7)  39(20.3)
EXAMEN FiSICO
Frecuencia cardiaca (latidos por minuto) (Me 95 (80-111) 0.362
(RIQ))
Baja 3(1.4) 1(4.3) 2 (1.0)
Normal 136 (63.3) 15(65.2) 121 (63.0)
Alta 76 (35.3) 7(30.4) 69(35.9)
Frecuencia respiratoria (Me (R1Q)) 20 (18-20) 0.504
Normal 87 (42.9) 8(34.8) 79(43.9)
Alta 116 (57.1) 15(65.2) 101 (56.1)
Normal 155 (72.1) 16 (69.6) 139 (72.4)
B ) Elevada 17 (7.9) 1(4.3) 16 (8.3)
Presion arterial . . ]
Hipertension nivel 1 23 (10.7) 5(21.7) 18 (9.4)
Hipertension nivel 2 20 (9.3) 1(4.3) 19 (9.9) 0.333
Peso (Kg) (Me (RIQ)) 65 (60-75)
Talla (Kg) (Me (RI1Q)) 167 (160-172)
indice de masa corporal (Me (RIQ)) 24.00 (21.87-26.56) 0.400
Bajo peso 23 (10.7) 2(8.7) 21 (10.9)
Normal 114 (53.0) 15(65.2) 99 (51.6)
Sobrepeso 58 (27) 6(26.1) 52(27.1)
Obesidad 20 (9.3) 0 (0) 20 (10.4)
Esplenomegalia N_o 211 (98.1) 23 (100) 188(97.9)
Si 4 (1.9) 0 (0) 4 (2.1) 1.000
. No 211 (98.1) 22 (95.7) 189 (98.4)
Ictericia Si 4(1.9) 1(4.3) 3(1.6) 0.366
. No 189 (87.9) 20 (87.0) 166 (86.5)
Coluria si 26 (12.1) 3130) 26035 000

@ Andlisis bivariado realizado por Prueba Chi cuadrado de Pearson
N: Pablacién total

n: Poblacién segun resultado de serologia

NA: No aplica



Con respecto a la poblacién bovina se encontré que existe una relacion entre la deteccion

molecular de Babesia spp. y el municipio de captacién, la raza del bovino, el lugar de

origen del bovino, el tipo de produccion ganadera (leche, carne, doble propoésito o cria) y el

recuento de garrapatas por bovino (Tabla 7). En el andlisis multivariado, se observé que la

frecuencia de positividad obtenida mediante PCR convencional para Babesia spp. fue

mayor en los bovinos dedicados a la produccidon de leche y en aquellos con una edad menor

de 9 meses. (Tabla 8).

Tabla 7. Andlisis bivariado de las caracteristicas, factores demograficos y epidemiologicos

asociados a la presencia de Babesia spp. en bovinos.

Variable n/N (%) Valor p
Hembra 79/96 (82.3)
Sexo Macho 82/96 (85.4) 0.556
<9 45/51 (88.2)
Edad (meses) 10-19 34/43 (79.1) 0.484
>20 82/98 (83.7)
Puerto Berrio 47164 (73.4)
Municipio Puerto Nare 59/64 (92.2) 0.013
Puerto Triunfo 55/64 (85.9)
Bos indicus 63/72 (87.5)
Raza gos taurus y raza criolla gg,,5 gg 4y 0.192
olombiana
Cruces de razas 60/77 (77.9)
Positive 300 (150-420) a
Peso (Kg) (Me (RIQ)) Negative 310 (180-360) 0.810
. . Nacido en la finca 127/148 (85.8)
Lugar de origen del bovino Nacido en otra finca 34/44 (77.3) 0.177
<8 46/53 (86.8)
Tiempo de permanencia del 9-14 34/43 (79.1) 0.605
bovino en la finca (meses)  15-48 44/54 (81.5) '
>49 37/42 (88.1)
Leche 53/59 (89.8)
Tipo de produccion Carne 81/98 (82.6) 0.244
Doble propésito o cria 27/35 (77.1)
Frecuencia en el control de <90 dias 128/152 (84.2) 0583
garrapatas en el ganado >90 dias 33/40 (82.5) '
Ninguno 8/9 (88.9)
Organofosforados 36/40 (90)
Productos para el control de Piretroides . 14716 (87.5)
garrapatas en el bovino Lactonas macrociclicas 27/32 (84.3) 0.385
Amidinas 18/23 (78.2)
Mezclas 50/64 (78.1)
Otros 8/8 (100)
Ninguno 1/1 (100)
Método de control de Producto enlomo 15/16 (93.7) 0.770
garrapatas Aspersion manual '

automatica

Y 1924 (79.2)



Producto en lomo y bafio 7/8 (87.5)

Aspersion automatica 105/127 (82.7)
Inyeccion 14/16 (82.3)
<10 73/83 (87.9)
Conteo de garrapatas >11 88/109 (80.7) 0.178

n: nimero de positivos para la deteccién molecular de Babesia spp.
N: Poblacién total en la variable.

Me: Media

En negrita, valor p<0.25

2 Test de Mann-Whitney



Tabla 8. Andlisis multivariado de las caracteristicas asociadas y factores de riesgo

previamente descritos para la deteccion molecular de Babesia spp. en bovinos.

Variable

RP (95% IC)

RPa (95% IC)

Valor p

>20
Edad (meses) 10-19
<9

0.94 (0.81-1.09)
1.05 (0.94-1.17)

1.04 (0.82-1.32)
1.18 (1.05-1.33)

0.713
0.004

Bos indicus
Raza Bos taurus y criollos
Cruces de razas

1.00 (0.92-1.09)
0.89 (0.70-1.11)

1.00 (0.85-1.16)
0.87 (0.72-1.05)

0.995
0.163

Lugar de origen del bovino

0.90 (0.65-1.24)

0.94 (0.71-1.23)

0.658

Carne
Tipo de produccion  Leche
Doble propésito o cria

1.08 (1.01-1.16)
0.93 (0.65-1.32)

1.19 (1.06-1.34)
0.97 (0.69-1.37)

0.003
0.902

Conteo de garrapatas (>11)

0.91 (0.78-1.07)

0.91 (0.83-1.01)

0.100

Valor en negrita: p<0.05



4. Discusion

El crecimiento exponencial de las poblaciones humanas y la expansion a habitats silvestres,
han favorecido la transmision e infectividad de algunos microorganismos a otros huéspedes
y en el transcurso de los afios estas han logrado ser detectadas en humanos (47-49).
Babesia spp. presenta una amplia variedad de hospederos mamiferos domésticos y de vida
silvestre, por lo que se ha sugerido que las infecciones por Babesia spp. en poblaciones

humanas podrian ser mas frecuentes de lo que se cree (50).

Mediante el analisis molecular ejecutado en la presente investigacion se evidencid la
presencia de Babesia spp. en bovinos y ganaderos del Magdalena Medio antioquefio con
una frecuencia de 83.9% (161/192) y de 14.8% (21/143), respectivamente. La exposicion
en humanos especifica para algunas especies de este hemoparasito, ha sido descrita
previamente en Colombia. Se ha reportado la deteccion de B. bigemina y B. bovis, en
Puerto Berrio; donde se detecto la frecuencia de anticuerpos IgM e 1gG anti- B. bigemina
con una frecuencia del 1.03% (2/194) y de anticuerpos IgM contra B. bovis del 1.54%
(3/194) e 1gG del 0.51% (1/194) (33) en personas con exposicion a factores de riesgo como

el contacto directo con animales.

Estas especies fueron posteriormente identificas molecularmente en humanos implicadas en
la produccién ganadera de los municipios de Turbo y Necocli, por medio de la
amplificacion de un fragmento del gen 18S RNAr de Babesia spp. La prevalencia reportada
fue del 2% (6/300) para B. bovis y del 0.6% (2/300) para B. bigemina, aunque una
limitacién de este estudio es que no mostrd evidencia de confirmacion por analisis de
secuencias de los amplicones (51). En el presente estudio, el andlisis de identidad de
secuencias y el andlisis de filogenia molecular realizado, permite sugerir la circulacion de

B. bigemina en humanos con exposicion ocupacional a la ganaderia.

Por otra parte, aunque no se detectaron infecciones agudas por Babesia spp. en los pSFA-
SEOG, mediante el analisis seroldgico efectuado en este grupo de estudio si se evidencio la
exposicion previa a B. microti con una frecuencia de seropositividad de 10.7% (23/215),
inferior a lo reportado en un estudio reportado en el afio 2008 en los municipios de Cereté y
Monteria, en el que se establecio un porcentaje de seropositividad del 30.6% (23/80) para la
deteccion de anticuerpos IgG anti- B. microti (32). De ahi que se pueda sugerir que en esta



zona de Colombia existe exposicion a este parasito y seguird siendo pertinente definir en
nuestro medio si las infecciones por Babesia spp. en los pacientes inmunocompetentes se
estan comportando de forma asintomética o con un cuadro clinico autolimitado, como ha
sido observado en otros estudios (44). Sin embargo, el alcance de la presente investigacion
no permite descartar el papel que puedan estar cumpliendo los parasitos del género Babesia

como agentes etioldgicos de cuadros clinicos febriles en diferentes zonas del pais.

La frecuencia de deteccion molecular de Babesia spp. en bovinos (161/192; 83.9%) fue
similar a la encontrada previamente en la misma zona ganadera, donde se obtuvo un
porcentaje de positividad del 70% (84/120) en terneros de 3 a 9 meses de edad (21) y del
88.6% (682/770) en especimenes de garrapatas Rhipicephalus microplus, especie implicada

en la trasmision de Babesia sp. en la ganaderia bovina del pais (20,21).

Los resultados de este estudio en bovinos concuerda con lo encontrado en la investigacion
realiza por Segura (2020) de forma paralela a este, en los mismos bovinos y fincas
analizados en la presente investigacion. Segura (2020) establecio la presencia de Babesia
spp. en larvas y especimenes adultos de garrapatas R. microplus, las cuales se encontraban
en los potreros de las fincas e infestando los bovinos, (52). Mediante analisis de secuencias
de ADN logro identificar infeccion natural por B. bigemina en las garrapatas, lo que
concuerda con lo encontrado en este estudio, donde dos de las tres secuencias obtenidas de

las muestras de sangre de los bovinos, correspondieron a esta misma especie de Babesia.

Una de las secuencias de ADN obtenidas en esta investigacion presentd un porcentaje de
identidad del 87% con secuencias de B. bovis registradas en la base de datos del NCBI, y
aungue este valor es relativamente bajo, en el analisis de filogenia molecular esta secuencia
se agrup6 con otra de B. bovis reportada en Estados Unidos, lo que permite respaldar la
identidad de la secuencia obtenida de la muestra de sangre del bovino (Figura 4). Ademas,
como ya se ha mencionado en el trabajo, en la regidn existen investigaciones previas que
reportan la presencia de esta especie circulando tanto en bovinos, como en garrapatas de la
zona (21).

Para la identificacion molecular de especies de protozoos, varios estudios sugieren la
secuenciacion completa del 18S RNAr (49,53) e incluso del genoma mitocondrial (54) y de
regiones ITS (48) para mejorar la resolucion o especificidad en la identificacion de especies



(53). Sin embargo, el andlisis de secuencias parciales del marcador molecular 18S RNAr,
sigue siendo aceptado, mientras se logra un acceso mas generalizado a tecnologias que
faciliten la secuenciacion de fragmentos més grandes y se aumenta el depoésito de
secuencias de ADN correspondientes a especimenes provenientes de diferentes regiones del

mundo (55) que puedan dar cuenta de la diversidad existente.

De la region del Magdalena Medio, Puerto Berrio ha sido identificado como un municipio
con areas de estabilidad enzodtica para Babesia sp. (17), donde existe un estado de
equilibrio entre el proceso infeccioso y la adquisicién de inmunidad por parte de los
hospedadores bovinos. Esta estabilidad implica que desde una edad temprana los bovinos
se infectan con el parasito y debido a la inmunidad pasiva transferida por la madre, no
manifiestan signos y sintomas clinicos asociados (56). En este escenario, también se debe
considerar que la piel de los terneros es mas delgada que la de los bovinos mayores, lo que
facilita la penetracion del hipostoma del vector (57). Por lo tanto, como se observa en el
presente estudio, los bovinos con una edad menor a 9 meses presentaron una mayor

frecuencia de infeccion por Babesia spp. en comparacién con bovinos de edades mayores.

Otro de los factores asociados con la positividad por Babesia spp. detectada en este estudio,
fue pertenecer al grupo de bovinos de razas destinadas a la produccion lechera, lo cual
concuerda con la literatura cientifica que refiere que los bovinos dedicados a la explotacion
de leche (Bos taurus) y sus cruces son mas susceptibles a la infestacion por garrapatas que
las razas destinadas a la produccion de carne (Bos indicus), y por consiguiente, pueden estar
mas expuestos a la trasmision de agentes transmitidos por garrapatas (57,58).

Los resultados de la presente investigacion aportan al conocimiento de la dindmica de
transmision de este parasito en las zonas estudiadas. Sin embargo, sigue siendo pertinente
la ejecucion de estudios futuros que conlleven a una busqueda mas activa de este protozoo
como agente etioldgico de cuadros clinicos de sindrome febril agudo en humanos, asi como
de enfermedad en los bovinos. Es importante direccionar investigaciones adicionales en
campo que evallen los diversos aspectos del ciclo de vida de este hemoparasito, los
diferentes elementos ecoldgicos relacionados con el vector, el papel de otros hospederos
vertebrados en el ciclo de vida del paréasito, la capacidad y competencia vectorial de las

distintas especies de garrapatas presentes en la zona y su implicacion en la transmisién a los



humanos, asi como la descripcion de reservorios, domésticos y silvestres, y demas aspectos
que permitan esclarecer mejor la dinamica de transmision que pueda estar sucediendo en la

region (Figura 5).

Poblacion con y sin exposicion ocupacionala la
anaderia

Exposicién ocupacional a la ganaderia
Presencia de garrapatas en el trabajo o residencia
Presencia de animales dentro de la residencia
Tener mascotas durmiendo dentro de la
residencia
Contacto con animales en el trabajo
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Figura 5. Esquematizacion de resultados y perspectivas de investigacion en el escenario de
los grupos poblacionales y la zona estudiada. Elaboracion propia usando el programa ©
Piktochart 2020. (Powered by Help Scout). Los recuadros azules, indican la frecuencia de
deteccidn de Babesia spp, por PCR vy las especies identificadas mediante el andlisis de las
secuencias de ADN obtenidas en ganaderos y bovinos. El recuadro café corresponde a la
frecuencia de deteccién de anticuerpos 1gG anti-B. microti en pSFA-SEOG. Los recuadros
blancos indican los factores relacionados con la exposicién a Babesia spp. y el recuadro
rojo, los factores asociados a la deteccion molecular de Babesia spp. en los bovinos. Los
triangulos amarillos sefialan algunas preguntas de investigacion que podria ser abordadas

en estudios posteriores.



Conclusiones y perspectivas de investigacion

La deteccion de las especies B. bovis y B. bigemina, en bovinos, de B. bigemina en
personas con exposicion ocupacional a la ganaderia, asi como la deteccién de anticuerpos
IgG contra B. microti en pSFA-SEOG sugiere la circulacion y exposicion activa a
diferentes especies de Babesia en la region del Magdalena Medio antioquefio. Es pertinente
iniciar investigaciones para esclarecer cual es el vector implicado en la transmision de este
parasito en la poblacion general y la existencia de otros hospederos vertebrados que estén
facilitando la exposicion que se evidencid en personas sin exposicion ocupacional a la
ganaderia. De esta forma, se podria generar un modelo de vigilancia epidemioldgica, que
permita definir el impacto real de la babesiosis en el territorio, tanto en la salud humana

como en el bienestar animal.

Limitaciones

Los estudios transversales como este, no permiten evaluar causalidad de las variables
analizadas al no cumplirse con el criterio de temporalidad; no obstante, este tipo de
investigaciones ayudan a generar hipdtesis para subsecuentes estudios. Entre las
limitaciones que pueden declararse en los aspectos técnicos, se puede considerar que al no
haberse realizado la deteccién de anticuerpos IgG especificos para B. microti en las
personas con exposicion ocupacional a la ganaderia y la secuenciacién de todas las
muestras de bovinos y humanos que resultaron positivas en la deteccion molecular de
Babesia spp., no se puede determinar con mayor precision la frecuencia de infeccion por
especie ni detectar otras especies que pueden estar circulando en los tres grupos

poblacionales estudiados.

Datos de investigacion

Los datos de las secuencias 185 ARNTr obtenidos en esta investigacion estan disponibles a
través del NCBI con los niUmeros de acceso: MW227624 -MW227631.
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