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RESUMEN

La babesiosis bovina es una infeccidn causada por un hemoparasito del género
Babesia, transmitido por garrapatas, cuya presencia en América Latina estd
relacionada directamente con la presencia del vector Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, que esta condicionada por factores ambientales. La region del Magdalena
Medio colombiano es una regién con vocacion ganadera en la cual la babesiosis bovina
se comporta de forma endémica, sin embargo, no hay estudios que evidencien el
comportamiento del ciclo de trasmisidon de la babesiosis bovina. El objetivo de esta
investigacion fue establecer el comportamiento de algunos indicadores entomoldgicos
y parasitoldgicos de la infeccién por Babesia sp en bovinos y garrapatas y el grado de
infestacidn por garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus capturadas de bovinos
entre 3 y 9 meses de edad pertenecientes a 9 hatos del Magdalena medio colombiano.
Se disefid un estudio de tipo descriptivo representativo no probabilistico, el nUmero de
terneros muestreados fue de 237, a los cuales se les extrajo sangre periférica y
garrapatas hembras adultas engurguitadas para su posterior andlisis en el laboratorio
por medio de técnicas directas microscdpicas y moleculares con el objetivo de detectar
la infeccién por Babesia sp. encontrandose en bovinos una positividad para Babesia
bigemina del 59.9% y para la infeccion mixta (B. bovis + B. bigemina) del 3.4%, no se
encontrd positividad para B. Bovis como Unico agente. Los resultados obtenidos por
medio de la amplificacion de ADN fueron proporcionalmente mayores con respecto a

los obtenidos por medio de la evaluacién microscépica, por lo que los datos finales



fueron analizados con base en el resultado de la PCR multiple. En garrapatas, de un
total de 770 especimenes capturados, se analizé su hemolinfa por medio de técnicas
directas microscdpicas y moleculares. El grado de infestacidon total de la zona fue de
3,2 garrapatas por cada bovino. Los terneros de 6-7 meses presentaron el mayor grado
de infestacidén con 4,7 garrapatas por cada bovino. El porcentaje total de garrapatas
positivas para B. bigemina fue de 79.2% y para infeccion mixta de 9.4%. Se establecid
una correlacion positiva entre las frecuencias de tiempo mayores del bafio
garrapaticida y la carga parasitaria en los bovinos (Rho: 0.168 y p=0.010). Se puede
inferir entonces que una periodicidad de 90 dias o mas para tratamientos
garrapaticidas en zonas con estabilidad enzodtica para babesiosis bovina se configura
como un factor abidtico que favorece la adquisiciéon de inmunidad protectora en
bovinos desde temprana edad, influyendo de forma positiva sobre el control natural
de la infeccidn y la consecuente ausencia de signos y sintomas de enfermedad a través
del tiempo. Igualmente se concluye que existe la necesidad de realizar monitoreo del
ciclo de vida de la babesiosis bovina, no sélo en lo referido a los aspectos
inmunolégicos del bovino sino incluir nuevos indicadores tanto entomoldgicos como
parasitolégicos que den cuenta de la complejidad del fenédmeno, buscando su
comprension, y la inclusidon de técnicas moleculares, mas sensibles para la deteccién
de infeccidn en garrapatas y bovinos, ademds de su aporte en la discriminacién de

especie.

INTRODUCCION

La Babesiosis bovina es una enfermedad causada por un pardsito protozoario
intraeritrocitico del orden Piroplasmida, phylum Apicomplexa, género Babesia, que se
encuentra ampliamente distribuido en paises tropicales y subtropicales (Alonso,
Arellano-Sota et al. 1992). Babesia bigemina y Babesia bovis son las especies que
causan con mayor frecuencia esta enfermedad en bovinos y son transmitidas en
América latina por garrapatas del género Rhipicephalus (Boophilus) microplus

(Ravindran et al. 2006), ectoparasitos distribuidos en todo el mundo que infestan



alrededor del 80% de los bovinos, causando pérdidas cercanas a los 3.000 millones de

ddlares anuales (Melendez and Forlano 1996)

La condicién de endemicidad de la babesiosis bovina en una regidn geogréfica esta
determinada por la presencia del vector y su capacidad para transmitir el parasito;
donde se establece una relacién entre la garrapata, el parasito y el bovino, entendida
como estabilidad enzodtica, situacion ideal en una region en la que los bovinos estan
infectados y presentan infestacién por garrapatas, en niveles que permiten generar
una inmunidad protectora en ausencia de signos y sintomas compatibles con la

enfermedad. (Alonso, Arellano-Sota et al. 1992)

En estas zonas endémicas, los terneros generalmente se infectan durante los primeros
meses después del nacimiento, periodo durante el cual poseen una fuerte inmunidad
innata (Barros, Madruga et al. 2005) Siguiente a la recuperaciéon de la parasitosis
aguda, los animales jévenes pueden desarrollar una forma subclinica de la infeccién
gue dura varios meses y se establece como un reservorio del pardsito para el vector
(Oliveira, Oliveira-Sequeira et al. 2008). Esta situacion tradicionalmente se ha evaluado
mediante la determinacion de anticuerpos tipo 1gG en bovinos de 3 a 9 meses de edad,
obviando los demas factores asociados con la caracterizacidn de una zona estable o
inestable enzodticamente, como son los indicadores entomoldgicos y parasitolégicos
de infeccidn en el vector y en el bovino, el grado de infestacién en el bovino y en la
zona, que permiten reconocer el comportamiento de la babesiosis bovina desde los
diferentes elementos que hacen parte de su ciclo de vida. (Melendez and Forlano

1996; Cantu, Ortega et al. 2007)

En una regién endémica para babesiosis bovina en Colombia la presencia del vector y
el parasito estd determinada por las condiciones geograficas y ambientales como
altura inferior a los 2200 m.s.n.m., temperatura entre 28°C y 32°C y una humedad

relativa de 80 al 90% (Alonso, Arellano-Sota et al. 1992).

La region del Magdalena Medio colombiano es una regidn geografica caracterizada por

una zona de vida de bosque humedo tropical, con una temperatura media de 27°Cy



una altura de 125 m.s.n.m.; condiciones ecoldgicas que favorecen el desarrollo del
ciclo vectorial, aunado a que la principal actividad econdmica de esta region es la
ganaderia, tanto de carne como de leche y de doble propésito (Goémez 2005) En esta
area se han llevado a cabo estudios previos sobre la transmisién de Babesia bovis y
Babesia bigemina en los que se determinaron niveles de estabilidad enzodtica en la
region mediante la evaluacion de anticuerpos 1gG en terneros de 3 a 9 meses (Rios,
Zapata et al. 2010); sin embargo, se desconoce el comportamiento de otros
indicadores entomoldgicos y parasitolégicos que permitan comprender el
comportamiento del pardsito en las garrapatas y la influencia de los factores bidticos y

abidticos sobre su ciclo de vida.

De acuerdo con lo anterior, este trabajo pretende establecer el comportamiento de
algunos indicadores entomoldgicos y parasitolégicos de babesiosis bovina en
garrapatas Riphicephalus microplus y bovinos de 3 a 9 meses de edad en la zona del
Magdalena Medio, por medio de técnicas entomolégicas y parasitolégicas directas

microscopicas y moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Se disefid un estudio de tipo descriptivo con un muestreo representativo no
probabilistico. Para el calculo muestral se tuvo en cuenta una poblacion de referencia
de 13.800 bovinos de la encuesta de vacunacidn contra brucelosis bovina en 200 hatos
del Magdalena Medio en el aifio 2006 proporcionada por los entes administrativos de
la Cooperativa Regional de Ganaderos del Magdalena Medio (COREGAN); como
universo muestral se establecié el promedio de esta poblacion en 9 hatos (503); con un
nivel de confianza (z) del 95%, un error de muestreo (e) del 5% y una variacién del

fenémeno (p) de 0,5, la muestra calculada (n) fue de 218 bovinos (Epi-info 2004).

Sitio de estudio
El estudio fue desarrollado en 9 hatos ganaderos con sistemas de explotacién que
varian desde ganaderia de carne, leche, doble propdsito y exposiciéon ubicados en el

Magdalena Medio Colombiano, entre los municipios de Puerto Berrio (Antioquia) que



se encuentra ubicado a una LN 7° 6° 29’ 35" y LO 75° 74° 24’ 26", con una extensién
geografica de 1.184 Km? y Cimitarra (Santander) ubicado a LN 06° 19’ 00” y LO 73° 57’
00” con una extensidn geografica 3.165,60 Km?, ambos presentan una precipitacion

anual promedio de 2.500 a 3.000 mm (Gémez 2005).

Los hatos seleccionados en el estudio fueron: Copa de Barro (CB), El aguila (EA), Santa
Lucia (SL), San Andrés (SA), Caifo Negro (CN), La Camelia (LC), La Lorena (LL), Bélgica
(BG) y La Antioqueia (LA).

Encuesta clinico-epizootioldgica

Se disefid una encuesta epizootioldgica para los animales incluidos en el muestreo con
el fin de evaluar signos y sintomas, carga parasitaria y factores epidemioldgicos
asociados con la presentacién de la enfermedad en esta drea: edad del animal, sexo,
tipo de sistema productivo, bafo garrapaticida utilizado y su frecuencia; encuesta que
fue validada en un estudio previo de estabilidad enzoética realizado en la zona (Rios,

Zapata et al. 2010).

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE DE LOS BOVINOS

Se muestrearon 237 terneros de 3 a 9 meses de edad nacidos en cada finca,
distribuidos asi: 49 en San Andrés; 20 en Santa Lucia, 12 en Cano Negro; 8 en Copa de
Barro; 31 en La Antioquefia; 53 en El Aguila, 18 en La Lorena, 24 en La Cameliay 22 en

Bélgica, los cuales fueron seleccionados por conveniencia (Tabla 1, Figura 1).

HATO FRECUENCIA | FRECUENCIA
ABSOLUTA RELATIVA
San Andrés 49 20,7
Santa Lucia 20 8,4
Caino Negro 12 5,1
Copa de Barro 8 3,4
La Antioqueiia 31 13,1
El Aguila 53 22,4
La Lorena 18 7,6
La Camelia 24 10,1
Bélgica 22 9,3




Total 237 100,0
Tabla 1. Dsitribucién de la problacion de bovinos muestreados por hato
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Figura 1. Ubicacion de los hatos muestreados y distribucion de la n.

Previa inmovilizacién de cada ternero se realizé la toma de muestra de 5 ml de sangre
de la vena yugular en tubos Vacuette ® con anticoagulante EDTA; muestras que fueron
almacenadas a 4°C para la preparacion de extendidos de sangre periférica y su
posterior almacenamiento en el laboratorio a -20°C (5 alicuotas de 200ul, y 4 ml) para
la extraccién de ADN. También se recolectd como muestra de respaldo de cada
ternero, sangre total, en papel filtro Whatman® #1, la cual se dejé secar y fue
almacenada en un lugar fresco y seco del Laboratorio Central de Investigaciones de la

Escuela de Microbiologia de la Universidad de Antioquia.



Extendidos de Sangre periférica

De cada muestra de sangre periférica se realizaron dos extendidos , que fueron fijados
con metanol y coloreados con Hemacolor© (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) previa
estandarizacidn, asi: inmersion de la placa en la coloracién roja A por 30s, inmersion en
coloracién azul B por 30s, lavado en Buffer pH 7.0 por 20s y secado. Fueron analizadas
posteriormente por duplicado para la deteccién de Babesia sp. al microscopio éptico

(Olympus CX21FS1, California, USA) ocular de 10X en objetivo de 100X.

Extraccion de ADN

Utilizando alicuotas de 200ul de sangre con anticoagulante EDTA en tubos de 1,5mL, se
procedid a realizar el micrométodo de extraccion de ADN por precipitacién salina
(Salting out). El producto de extraccion fue resuspendido en 200ul de Buffer TE 1X e
incubado a 65°C por 30 minutos. Los tubos etiquetados fueron almacenados a -20°C

para su posterior analisis (Villafafie et al. 2009).

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE GARRAPATAS

De cada ternero se tomaron las garrapatas hembras ingurgitadas mayores o iguales a
4.5mm de R. microplus detectadas al tacto de medio cuerpo del animal segun la
técnica propuesta por Alvarez et al. 2003, las cuales después de su recoleccién fueron
incubadas por 7 dias a temperatura ambiente para garantizar el desarrollo del ciclo
parasitario dentro del vector, este procedimiento se realizé en recipientes plasticos de
boca ancha debidamente identificados con el nimero del ternero, con gasas humedas
en el fondo que mantuvieron una humedad del 80-90% (Morzaria, Katende et al. 1992;

Guglielmone, Gaido et al. 1996)

Obtencion de hemolinfa

El dia 7 de incubacién después de la recoleccidn de garrapatas se obtuvo la muestra de
hemolinfa segun la técnica descrita por Burgdorfer et al. 1970; se realizaron nueve
frotis de hemolinfa en tres placas por espécimen, dejandolos secar al aire libre; luego
fueron fijados con metanol y coloreados con Hemacolor® para posteriormente ser

observados al microscopio en objetivo de 100X con aceite de inmersion (Oliveira,



Oliveira-Sequeira et al. 2005) Cada garrapata fue conservada a -20°C para la posterior

extraccion del ADN.

Extraccion de ADN

De las garrapatas recolectadas se agruparon 4 especimenes por bovino para la
extraccién de ADN utilizando el protocolo descrito por Rosero (2010), con la siguiente
modificacion: antes de someter a las garrapatas a maceracién mecanica, se secciond
cada grupo con una hoja de bisturi estéril en pequefios pedazos para optimizar el
procedimiento de extraccion del ADN. El ADN obtenido fue resuspendido en 200ul de

Buffer TE 1X y almacenado a -20°C para su posterior amplificacion mediante PCR.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE Babesia bovis Y Babesia bigemina

Por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR multiple) se amplifico la
secuencia parcial del gen de la subunidad 18S rARN de Babesia bovis y Babesia
bigemina (275 pb y 175 pb, respectivamente). Los cebadores usados para la
amplificacién del 18S rARN de B. bovis y B. bigemina fueron los descritos por Adham,
Abd-el-Samie et al. 2009). Se usaron controles negativos y positivos en cada reaccion
de PCR; agua ultra pura estéril (Mili-Q®) como control negativo y como controles
positivos el ADN extraido de las cepas de B. bovis Ba48Aus y de B. bigemina Bb35Th
proporcionadas por el Banco de Germoplasma de la Corporacién Colombiana de

Investigacion Agropecuaria (CORPOICA). (Figura 2)




Figura 2. Amplificacion de la secuencia nucleotidica parcial del gen ARNr 18S de B. bovis y B. bigemina.
Electroforesis de agarosa al 1%. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular en pb. El carril 2:
Producto de PCR amplificados del ADN gendmico de B. bovis Ba48Aus. El carril 3 Producto de PCR
amplificados del ADN gendémico de B. bigemina Bb35Th Carril 4 corresponde al a la amplificacion del

ADN extraido de las cepas control. Carril 5: Control negativo - agua ultra pura.

Se optimizaron las condiciones de PCR con base en el protocolo reportado por Adham,
Abd-el-Samie et al. en 2009, mediante el andlisis de gradiente de temperatura (62-
84°C) en un Termociclador convencional (BIO-RAD, CA, USA), cada reaccion de PCR se
realizé en un volumen final de 25 pl con Buffer 1x, 4 mM de MgCl,, 1 uM de cada
cebador, 0.65 U de Taq ADN polimerasa (Bioline, MA, USA), 0.4 mM de dNTPs y 60 ng
de ADN gendémico extraido de las muestras de sangre de bovinos o garrapatas. Las
condiciones usadas para la amplificaciéon fueron: desnaturalizacion inicial por 10
minutos a 93°C, el programa de amplificacion fue repetido 35 veces. Desnaturalizacién
por 30 s a 93°C, alineamiento por 30s a 49°C, extensidn por 30s a 72°C y un ciclo final
por 10 minutos a 72°C. La amplificaciéon se confirmd mediante el analisis de 5ul de
cada producto de PCR por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiidos
con EZvision™ Dye (AMRESCO Inc. Cochran Road Solon, USA) como agente intercalante
y visualizados en el Fotodocumentador Gel-Doc 2000 System (BIO-RAD, Hércules, CA.).
Algunos productos de amplificacion seleccionados aleatoriamente fueron enviados a la
empresa MACROGEN (Rockville, Meryland, USA) para su purificacidon y secuenciacién
bidireccional. Las secuencias de ADN fueron editadas, ensambladas y alineadas usando
el programa Geneious Pro 5.4.4 (Drummond et al. 2011). Desde el mismo programa se
realizé un andlisis BLASTn (NCBI, GenBank), usando las secuencias obtenidas y las
secuencias reportadas en el GenBank para cepas de B. bovis y B. bigemina

provenientes de diferentes estudios a nivel mundial (Rios and Rios, 2011).
INDICES PARASITOLOGICOS
Los indices parasitolégicos fueron calculados con base en los resultados obtenidos de

la amplificacion de ADN por PCR multiple.

Estimacion de la infeccion en bovinos



Para determinar la infeccién en bovinos se identificaron trofozoitos de Babesia sp. en
la lectura de todos los campos del extendido de sangre periférica (esp). El diagndstico
positivo en sangre se estableci6 como el hallazgo intraeritrocitico de formas
parasitarias rectas, curvas, piriformes o en bandas, dispuestas en pares o individuales,
con el ndcleo ubicado en la parte anterior, citoplasma vacuolado o avacuolado o la
deteccidon de formas circulares u ovoides en las cuales se diferencia su cromatina y su
citoplasma sin pigmento citoplasmatico, que presentaran una longitud entre 3 uy 5 ,
evaluados bajo aceite de inmersion en objetivo 100X (Oliveira, Oliveira-Sequeira et al.
2008). Los resultados fueron reportados en términos de positividad y se establecio el
porcentaje de bovinos positivos, como el nimero de bovinos positivos para Babesia sp.

sobre el total de bovinos examinados multiplicado por cien.

Estimacion de la infeccion en garrapatas

Para determinar la infeccién por Babesia sp. en garrapatas se identificaron
esporoquinetos en los campos de la muestra de hemolinfa extraida y coloreada en
placa. El diagndstico positivo en hemolinfa se establecié como el hallazgo de formas
rectas o curvas, con el nucleo ubicado en la parte anterior, central o posterior y que
presentaran una longitud entre los 9 u y 17 p, con distintas vacuolas dispersas
irregularmente en el citoplasma a ambos lados del nucleo (formas maduras), o
avacuolados (forma inmaduras) en los que el citoplasma se tine de forma mas
homogénea con dos manchas rojas en cada extremo (Guglielmone, Gaido et al. 1996;
Morzaria, Katende et al. 1999). Los resultados fueron reportados en términos de

positividad y se establecio:

%Garrapatas positivas = # garrapatas positivas para Babesia sp. X 100

Total de garrapatas

INDICES ENTOMOLOGICOS

Para la evaluacién de los indicadores entomoldgicos se revisaron los animales de
cabeza a cola por el lado derecho. Se recolectaron todas las garrapatas mayores de 4,5
mm y se depositaron en un frasco plastico de boca ancha con gasa humeda en el

fondo. En el laboratorio se hizo el recuento de las garrapatas muestreadas por animal



para establecer el total de garrapatas, con este dato, se realizaron las siguientes

estimaciones:

Estimacion de la infestacion en bovinos
La estimacidon del grado de infestacidn por hato se establecid aplicando la férmula

descrita por Burgdogfer et al. 1970:

Grado de infestacidon por hato = _#Total de garrapatas
#Total de bovinos

Carga parasitaria por bovino = #Total de garrapatas colectadas de la parte media del
animal x 2 (Alvarez et al. 2003)

Andlisis estadistico

Se determinaron las medidas de tendencia central, posicién y dispersidon para las
variables cuantitativas. El analisis de asociacién se llevé a cabo mediante la estimacién
de la correlacidon de Rho Spearman, segun la distribucion de los datos de las variables
cuantitativas con base en la prueba de Shapiro-Wilk, tomando un nivel de significancia
estadistica de p <0.05. Se realizaron pruebas Chi’ y regresiones lineales simples. Todos
los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa SPSS version 18 para

Windows XP.

Aspectos éticos

Se obtuvo aprobacion del Comité de Etica para la Experimentaciéon con Animales de la
Universidad de Antioquia en el Acta N242 del 10 de Junio de 2008. El estudio incluyé
un formato de consentimiento informado para ser diligenciado por los propietarios de
los animales incluidos en el estudio que contenia la informacion referente a los
procedimientos y responsabilidades de los investigadores. El Comité de Bioética evalué
todos los aspectos éticos de este proyecto con base en la Resolucion 008430 de 1993
del Ministerio de Proteccion Social de Colombia, Titulo V, La Investigacion Biomédica
Con Animales, y la LEY 84 DE 1989, por la cual se adopta el Estatuto Nacional de
Proteccién de los Animales, se crean unas contravenciones y se regula lo referente a su

procedimiento y competencia



RESULTADOS

La poblacion de estudio estuvo conformada por 237 terneros de 3 a 9 meses de edad,
pertenecientes a 9 hatos de la zona. La distribucion de la muestra por hato fue la
siguiente: Copa de Barro 3.4% (8/237), El aguila 22.4% (53/237), Santa Lucia 8.4% (20-
237), San Andrés 20.7% (49/237), Cafio negro 5.1% (12/237), La Camelia 10.1%
(24/237), La Lorena 7.6% (18/237), Bélgica 9.3% (22/237) y la Antioquefia 13.1%
(31/237); el tipo de ganaderia predominante fue de doble propdsito, con un 76.4%,
seguida de la ganaderia de leche con un 19.8%, y exposicién con un 3.8%. Ninguno de
los animales presentd signos y sintomas de Babesiosis tras la evaluacion médico

veterinaria.

Los terneros fueron distribuidos en tres grupos por rangos de edad, en el grupo 1 se
incluyeron los terneros de 3 a 5 meses, en el grupo 2 los de 6 a 7 meses y en el grupo 3
los de 8 a 9 meses de edad. El porcentaje de terneros para cada uno de estos grupos
fue: grupo 1: 38,82% (92/237), grupo 2: 37,97% (90/237) y grupo 3 con un 23,21%
(55/237) del total de bovinos. Fue calculada la media de edad por hato y su desviacidn

estandar como se muestra en la tabla 2.

HATO Media EDAD n DESVIACION
(MESES) ESTANDAR
SAN ANDRES 6,94 49 1,197
SANTA LUCIA 6,20 20 1,735
CANO NEGRO 4,50 12 1,168
COPA DE BARRO 7,50 8 2,268
LA ANTIOQUENA 5,00 31 1,612
EL AGUILA 5,21 53 1,261
BELGICA 7,36 22 2,060
LA LORENA 7,44 18 1,653
LA CAMELIA 5,29 24 1,301
Total 6,04 | 237 1,789

Tabla 2. Distribucién promedio de la edad y su desviacion estandar por hato ganadero.

El porcentaje de infeccidn por Babesia sp. en bovinos de 3-9 meses de edad,
establecido por medio de la evaluacidn microscépica de extendidos de sangre
periférica y la amplificacion de ADN por medio de la PCR multiple, presento diferencia

relativa y absoluta en sus resultados por medio de la prueba Chi cuadrado; la técnica



de amplificacion de ADN permitiéd, ademas, discriminar la especie de parasito
circulante y las infecciones mixtas. Los animales de todos los hatos y todos los grupos
de edad presentaron mayor porcentaje de positividad por medio de la PCR multiple

(Tabla 3-4).

HATO TECNICA NEGATIVO Babesia sp.
ESP 13,9 6,8
SAN ANDRES
PCR 5,5 15,2
ESP 8,0 0,4
SANTA LUCIA
PCR 2,5 5,9
ESP 1,3 3,8
CANO NEGRO
PCR 1,3 3,8
ESP 3,4 0,0
PA DE BARR
co o PCR 3,0 0,4
ESP 9,7 3,4
LA ANTIOQUENA
Q PCR 2,1 11,0
ESP 16,9 5,5
EL AGUILA
PCR 9,7 12,7
ESP 8,4 0,8
BELGICA
Glc PCR 3,0 6,3
ESP 7,2 0,4
LA LORENA
PCR 3,4 4,2
ESP 8,9 1,3
LA CAMELIA
PCR 5,9 4,2

Tabla 3. Porcentaje de infeccion por Babesia sp. en bovinos por hato mediante extendido de sangre

periférica y PCR multiple por hato ganadero

EDAD TECNICA NEGATIVO Babesia sp.
ESP 29,5 9,3
3-5 MESES PCR 16,5 22,4
ESP 30,8 7.2
6-7 MESES PCR 13,5 24,5
ESP 17,3 5,9
8-9 MESES PCR 6,3 16,9

Tabla 4. Porcentaje de infeccion por Babesia sp. en bovinos por grupos de edad mediante ESP y PCR

multiple por grupos de edad.

El porcentaje de infeccidn por Babesia sp. en garrapatas R. microplus por medio de la

evaluaciéon microscépica de hemolinfa y la amplificacion de ADN por medio de la PCR



multiple, presentd diferencia relativa y absoluta en sus resultados por medio de la
prueba Chi cuadrado; la técnica de amplificacién de ADN permitié, ademas, discriminar
la especie de parasito circulante y las infecciones mixtas. Los vectores de todos los
hatos y todos los grupos de edad presentaron mayor porcentaje de positividad por

medio de la PCR multiple (Tabla 5-6).

HATO TECNICA NEGATIVO Babesia sp.

ESP 1,9 9,5

SAN ANDRES
PCR 0,0 11,4
ESP 3,8 8,6

ANTA LUCIA
S uc PCR 3,8 8,6
ESP 1,0 19
COPA DE BARRO Rap 0.0 2.9
ESP 2,9 3,8

LA ANTIOQUENA
PCR 2,0 4,7
ESP 14,3 19,0
EL AGUILA
PCR 3,1 30,2
ESP 1,9 10,5
BELGICA
PCR 0,9 11,5
ESP 6,7 3,8
LA LORENA

PCR 1,9 8,6
ESP 3,8 6,7

LA CAMELIA
PCR 0,0 10,5

por hato ganadero

Tabla 5. Porcentaje de infeccion por Babesia sp. en garrapatas por hato mediante ESP y PCR multiple

GRUPO DE EDAD NEGATIVO | Babesia sp.
HEMOLINFA 17,1 19
3-5 MESES PCR 4,8 31,4
HEMOLINFA 12,4 30,5
6-7 MESES e o 20
HEMOLINFA 6,7 14,3
8-9 MESES PCR 3,8 17,1

por grupo de edad.

Tabla 6. Porcentaje de infeccion por Babesia sp. en garrapatas por hato mediante ESP y PCR muiltiple




INDICES PARASITOLOGICOS

Infeccion en Bovinos

La infeccién en los bovinos fue evaluada por medio de técnicas directas microscépicas
y moleculares; tras la evaluacién de los extendidos de sangre periférica se detectaron
trofozoitos de Babesia sp. (Figura 3) en el 22.4% de los bovinos (53/237), y el 77.6% fue
negativo a la lectura (184/237), mientras que la amplificacion mediante PCR de la
secuencia parcial del gen 185 ARNr de Babesia bovis y Babesia bigemina detectd un
63.3% (150/237) de positividad, diferenciandose un 59.9% (142/237) de las muestras
analizadas con infeccion por B. bigemina y un 3.4% (8/237) con infeccion mixta (B.
bigemina y B. bovis); no se encontrd positividad para B. bovis como Unico agente y se
obtuvo un 36.7% de negatividad (87/237) (Figura 4), presentando una diferencia de

proporciones considerable por medio de la prueba Chi’.
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Figura 3. Formas parasitarias compatibles con Babesia sp.: Formas rectas, curvas, piriformes o en
bandas, dispuestas en pares, o individuales, con el nucleo ubicado en la parte anterior, citoplasma
vacuolado o avacuolado, o formas circulares u ovoides con diferenciacion de cromatina y citoplasma sin
pigmento citoplasmatico, con una longitud entre 3-5 p, 100X.



INFECCION POR Babesia sp. EN BOVINOS
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Figura 4. Distribucion de la infeccidn por Babesia sp. en bovinos.
Infeccion por hato

El hato con mayor porcentaje de infeccién por Babesia sp. fue San Andrés con un
14.8% del total de los bovinos infectados, siendo B. bigemina el pardsito
predominante, tanto en este como en el resto de los hatos. El hato con menor
porcentaje de infeccion fue copa de barro con un 0.4% del total de la infeccion. Los
hatos que presentaron casos de infeccion mixta fueron Santa Lucia (2.1%), La Lorena

(0.8%) y El Aguila (0.4%). (Figura 5, Tabla 7)



INFECCION POR Babesia sp. POR HATO EN BOVINOS
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Figura 5. Distribucion de la infeccidén por Babesia sp. en bovinos en todos los hatos.
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% 59,9% 3,4% 36,7% 100,0%

Tabla 7. Distribucion de la infeccion por Babesia sp. por hato en bovinos (frecuencia absoluta y relativa)

Infeccion por grupos de edad

La distribucién de la infeccion por grupos de edades se presentd en mayor proporciéon
por B. bigemina siendo predominante en los dos primeros grupos. La infeccion mixta
se presentd en baja proporcion en los tres grupos de edad (Figura 6). Después de hacer
un analisis de regresion lineal simple se encontré que no hay relacidn estadistica entre

el porcentaje de bovinos positivos y la edad de los animales (p=0.261)

PORCENTAJE DE INFECCION EN BOVINOS POR GRUPOS DE
EDAD

B B.bigemina Minfeccion mixta negativo

23,2%

6,8%

3% 3%

3-5 MESES 6-7 MESES 8-9 MESES

Figura 6. Distribucion de la infeccidn por Babesia sp. por grupos de edad en bovinos.

Vector

La muestra de garrapatas estuvo conformada por un total de 770 especimenes que
cumplieron con los criterios de inclusién. El porcentaje de garrapatas por hato,
establecido como carga parasitaria sobre el total de los bovinos del hato fue el
siguiente: Copa de Barro con 1.3% (10/8) El Aguila con 54.5% (420/53), Santa Lucia con
6.2% (48/20), San Andrés con 4.15% (32/49), La camelia con 11.2% (86/24), La Lorena
con 6.5% (50/18), Bélgica con 7.5% (58/22), La Antioquefia con 8.6% (66/31) y Cafio

Negro con un porcentaje de 0.(Tabla 8)



HATO Frecuencia | Frecuencia
Absoluta relativa

San Andrés 32 4,2
Santa Lucia 48 6,2
Caiio Negro 0 0,0
Copa de Barro 10 1,3
La Antioquefia 66 8,6
El Aguila 420 54,5
La Lorena 50 6,5
La Camelia 86 11,2
Bélgica 58 7,5
Total 770 100,0

Tabla 8. Distribucion del porcentaje de garrapatas por hato

Infestacion

El grado de infestacion total de la zona de estudio fue de 3.2 garrapatas por cada
bovino; se calculé igualmente el grado de infestaciéon por hato, encontrando que el
hato con mayor infestacién fue El Aguila con 7.9 garrapatas por bovino y el hato con

menor grado de infestacion fue Cafio Negro el cual fue negativo (Figura 7).

Grado de infestacion por hato

grado de infestacion
Lo L i - ¥ B o ) BN B o s
1

4 2,4
0,7
A
Hato
San Andrés W Santalucia W Cano Negro Copa de Barro W La Antioquefia
mEl Aguila M Lalorena La Camelia M Bélgica

Figura 7. Grado de infestacidon por hato, calculado como nimero de garrapatas R. microplus colectadas

en cada hato/ niUmero de bovinos de cada hato.



Para el grado de infestacion por edad, el grupo nimero 2 presenté el mayor
porcentaje de garrapatas, correspondiente al 54% (416/770) del total de garrapatas de

la zona, el grado de infestacidn para este grupo fue de 4 garrapatas por bovino.

Los terneros del grupo 3 presentaron el menor grado de infestacién con 1.7 garrapatas
por bovino (Figura 8). No se encontrd correlacidon entre el grado de infestacién y los

grupos de edad (Rho: 0.221 y p=0.001).

GRADO DE INFESTACION POR EDAD
‘g 5 -|| 4,7 )
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§ 17
G 0 J.-:'_/:’___ - . —
3-5 meses _________________"“-—————-_____/x
6-7 meses
8-9 meses
Edad

Figura 8. Grado de infestacidn por grupo de edad. Calculado nimero de garrapatas R. microplus

colectadas por cada grupo de edad/ nimero de bovinos por grupo de edad.

El hato que presentd mayor grado de infestacién para los terneros de 3-5 meses fue La
Camelia seguido de La Lorena y Bélgica. Para los terneros del grupo 2, el Aguila
presentd el grado de infestacién mas alto, mientras que para los terneros del grupo 3
fue Bélgica el hato con mayor grado de infestacién. El hato Copa de Barro sélo
presentd infestacion para los terneros del grupo 3, mientras que El Aguila no presenté
infestacion en este grupo de edad (Tabla 9). Después de hacer un andlisis de regresién
lineal simple se encontré que no hay relacidon estadistica entre el porcentaje de

garrapatas positivas y la edad de los animales (p=0.711).



HATO | 3-5 meses 6-7 8-9 meses

meses
SAN ANDRES 1,6 0,6 0,4
SANTA LUCIA 3,4 2 1,5
CANO NEGRO 0 0 0
COPA DE BARRO 0 0 2
LA ANTIOQUENA 1,7 3,1 2,7
EL AGUILA 4 12,5 0
BELGICA 1,5 2,4 3,1
LA LORENA 4 4 1,8
LA CAMELIA 49 2 2

Tabla 9. Grado de infestacion por grupo de edad de cada hato fue calculado nimero de garrapatas R.
microplus colectadas por cada grupo de edad en cada hato/ nimero de bovinos por grupo de edad de

cada hato

Baiios garrapaticidas

En los hatos estudiados se utilizan diferentes productos quimicos como bafos
garrapaticidas para controlar los ectopardsitos a través de diferentes métodos y
concentraciones, donde la frecuencia de su aplicacién también varia; no existen
protocolos estandarizados para su aplicacion en cuanto a la dosificacion vy
concentracion en ninguno de los hatos por lo que no se encontré correlacién entre el
grado de infestacién y el producto garrapaticida usado (Rho: 0.103 y p=0.115). La
frecuencia de la aplicacién de los bafios garrapaticidas varia desde 15 dias hasta 2
afios. Se encontrd una correlacion positiva entre la frecuencia del bafio garrapaticida y

el grado de infestacién (Rho: 0.168 y p=0.010).

Tipo de ganaderia

El total de garrapatas de cada hato varid segun el tipo de ganaderia; para los hatos con
ganaderia de doble propdsito se encontraron 598 garrapatas equivalentes al 78% del
total, en los hatos con ganaderia lechera se encontraron 106 garrapatas (14%), en
hatos con ganaderia de exposicidon no se encontraron garrapatas. Al analizar estas
variables se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la carga
parasitaria y el tipo de ganaderia (p=0.04). Sin embargo, estos valores pueden sufrir
modificaciones a lo largo de las diferentes épocas del afio, situacion que ademads de

correlacionarse con los factores climaticos, podria estar igualmente motivada por la



subjetividad en la aplicacién de los bafios garrapaticidas, segun infestacién, que
realizan muchos productores; aspecto que impide la exposicién permanente a las
poblaciones de garrapatas de la zona. Asi mismo, factores como la congregacién de
animales en dreas humedas de la finca, en donde la capa de vegetacion y el microclima
son mejores y aumentan las posibilidades de una mayor sobrevivencia de las
garrapatas; lo que no permite la reduccion final de su nimero con estrategias de
control que en lugar de favorecer la salud de los animales, afectan su inmunidad, como

el uso excesivo de los acaricidas. (Alvarez et al. 2003).
Infeccion en el vector

La infeccion en las garrapatas fue evaluada por medio de técnicas microscdpicas y
moleculares. Como resultado de la evaluacion de hemolinfa se detectaron
esporoquinetos de Babesia sp. en el 36.8% del total de hembras ingurgitadas (Figura 9)
mientras que por medio de la amplificacién de ADN se obtuvo una positividad del
88.6%, diferenciandose un 79.2% la infeccidon por B: bigemina, un 9.4% de infeccién
mixta (B.bigemina, B. bovis) y como negativo se obtuvo un 11.4%, presentando una
diferencia estadisticamente significativa entre los dos métodos diagndsticos

(p=0.0098).

Figura 9. Esporoquinetos de Babesia sp. Formas rectas o curvas, con el nucleo ubicado en la parte
anterior, central o posterior, que presentan una longitud entre 9 -17 , con distintas vacuolas dispersas

irregularmente en el citoplasma a ambos lados del nicleo (maduras), o avacuolados (inmaduras).

Infeccion por hato
El hato con mayor porcentaje de garrapatas positivas fue El Aguila con un 30%, seguido

de Bélgica y San Andrés con un 11.3%. Se presentaron 4 hatos con infeccién mixta,



siendo predominante en San Andrés con un 4.7% del total de las garrapatas infectadas.

El parasito predominante en todos los hatos fue B. bigemina (Tabla 10).

B. bigemina infecciéon mixta negativo

SAN ANDRES 6,6% 4,7% 0,0%
SANTA LUCIA 8,5% 0,0% 3,8%
CANO NEGRO 0,0% 0,0% 0,0%
COPA DE BARRO 2,8% 0,0% 0,0%
LA ANTIOQUENA 2,8% 1,9% 1,9%
EL AGUILA 30,2% 0,0% 2,8%
BELGICA 11,3% 0,0% 0,9%

LA LORENA 7,5% 1,9% 1,9%

LA CAMELIA 9,4% 0,9% 0,0%
79,25% 9,43% 11,32%

Tabla 10. Porcentaje de positividad por hato. Calculado nimero de garrapatas R. microplus positivas

recolectadas por cada hato/ nimero total de garrapatas recolectadas

Infeccion por grupos de edad

El porcentaje de positividad por grupo de edad de cada hato fue calculado como el
nimero de garrapatas R. microplus positivas recolectadas por cada grupo de edad
sobre el nimero total de garrapatas recolectadas. El grupo de edad que presentd
mayor infeccion en sus vectores fue el grupo 2 con un 40% sobre el total de garrapatas
recolectadas, seguida por el grupo 1 con un 31.8%. En los vectores de los tres grupos
de edad predomina la infeccidon por B. bigemina (Figura 10); sin embargo, no se
encontré relacion estadistica entre la infeccion encontrada en las garrapatas

recolectadas con la edad de los bovinos.



PORCENTAJE DE INFECCION EN R. microplus POR GRUPOS
DE EDAD POR PCR MULTIPLEX
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B.bigemina infeccion mixta negativo

Figura 10. Porcentaje de infeccidn por Babesia sp. en garrapatas R. microplus por grupos de edad.

Analisis de las secuencias parciales obtenidas del gen ARNr 18S

El andlisis BLASTn de las secuencias nucleotidicas parciales obtenidas del gen ARNr 18S
para las cepas de B. bigemina amplificadas a partir de muestras de garrapatas (#1) y
bovinos (#1) de los hatos, mostré un 96% de identidad con diferentes especies del
género Babesia reportadas en el GenBank (NCBI). No obstante, al realizar el analisis
BLASTn especificando en la base de datos GenBank que B. bigemina fue el
microorganismo del cual provienen las secuencias, se encontré 85.4% de identidad con
cepas de B. bigemina reportadas en diferentes partes del mundo (Buling, Criado-
Fornelio et al. 2007, Rios et al. 2011), para ambas secuencias (las provenientes del
vector y del bovino). Sin embargo, la calidad de las secuencias obtenidas como
resultado de la secuenciacién directa del producto de amplificacién mediante PCR, no
fue aceptable en algunos sitios nucleotidicos por ser producto del amplificado de un

gen multicopia (Adham, Abd-el-Samie et al. 2009)

DISCUSION
Las zonas ganaderas que presentan estabilidad enzodtica para babesiosis bovina se

caracterizan por la presencia constante de garrapatas durante todo el aifo, con pocas



fluctuaciones que dependen tanto de condiciones climaticas y ecolégicas, como del

control de vectores (Alonso, Arellano-Sota et al. 1992).

Estas zonas se han clasificado desde lo inmunolégico por medio de un indicador de
serorreactividad por anticuerpos tipo IgG especificos contra el parasito; valores iguales
o superiores al 75% en animales de 3 a 9 meses de edad determinan el nivel enzodtico
de la regidn; sin embargo, es necesario considerar que son varios los factores
involucrados en una zona estable enzodticamente para la babesiosis bovina, que
involucran el pardsito, el hospedador y el vector (Oliveira, Oliveira-Sequeira et al.

2008).

La zona del Magdalena medio es considerada enzodticamente estable para la
babesiosis bovina, donde se ha demostrado previamente la existencia del parasito por
medio de técnicas seroldgicas (Rios, Zapata et al. 2010), incluso existen estudios que
reportan la transmisién a humanos demostrando un potencial zoonético de las
babesias bovinas de esta regién (Rios, Alvarez et al. 2003). En estas zonas
generalmente los terneros se infectan con B. bigemina y B. bovis en los primeros
meses de vida, por lo que es de gran importancia la inmunidad pasiva transferida a
través del calostro y que se considera que perdura hasta los 9 meses de edad; esto
acompainado de la exposicidon natural a niveles suficientes de garrapatas infectadas
asegura el desarrollo de una inmunidad protectora eficiente contra estos parasitos

(Rios, Zapata et al. 2010; Oliveira, Oliveira-Sequeira et al. 2008).

Los bovinos de la zona que fueron seleccionados para el estudio se encuentran
pastoreando desde las primeras semanas de vida, situacion que facilita una mayor
carga de garrapatas y por ende una mayor probabilidad de que los bovinos se infecten
con el pardsito (Quintdo-Silva and Ribeiro 2003). La infeccién en los animales fue
determinada por medio de técnicas microscdpicas directas y moleculares; tras la
evaluacidon parasitolégica de las muestras de sangre periférica por medio de la
amplificacién de ADN mediante PCR multiple se establecié la positividad en el 63.3%
de los animales (150/237) diferenciandose en un 59.9% (142/237) la infeccion por B.

bigemina y un 3.4% (8/237) de infeccién mixta (B. bigemina, B. bovis), presentando



una diferencia estadisticamente significativa entre los dos métodos diagndsticos

(p=0.047), situacién similar a la descrita por (Costa-Junior, Rabelo et al. 2006)

La evaluacion del indicador entomoldgico de infestacion en los bovinos corresponde a
otro factor importante en la epizootiologia de la enfermedad, este parametro fue
evaluado en los hatos seleccionados en este estudio y no se encontro correlacion entre
el grado de infestacion y la edad de los bovinos, a pesar de que los terneros entre 6y 7
meses presentaran el mayor grado de infestacidon (4,7 garrapatas por bovino); estos
datos son contrarios a los obtenidos en el estudio realizado por Oliveira et al. 2005;
donde se encontré que los animales mds jévenes presentaban una infestacién
significativamente menor a la infestaciéon presentada por los bovinos mayores,
indicando que los bovinos de menor edad son mas resistentes a la infestacion ya que

tienen menores tiempos de exposicion a los vectores, que los terneros mayores.

Estudios reportados previamente sugieren que el tipo de ganaderia estd asociado con
el grado de infestacion por garrapatas en los bovinos, por las condiciones de uso de los
acaricidas, ademas de las condiciones climaticas para los diferentes sistemas de
explotacién; en el ganado lechero el uso excesivo de acaricidas y rotacion de pastos
esta relacionado con la aparicion de brotes de babesiosis (Quintdo-Silva and Ribeiro
2003). En la zona de estudio se encontrd correlacién entre el grado de infestacién y el
tipo de ganaderia (Doble propésito y leche) p=0.04, presentdandose un mayor grado de
infestacidn en los bovinos de doble propdsito, lo cual se relaciona con la distribucién
de los terneros muestreados, pues el 78% de los bovinos hacen parte de la ganaderia

de doble propésito, debido a que la proporcion de los mismos no fue pareada.

La implementacidn de estrategias de control para garrapatas R. microplus asociadas a
las medidas de manejo quimico en bovinos han contribuido al establecimiento de
areas enzooticamente inestables con niveles bajos en los titulos de anticuerpos,
reflejando una alteracion en el desarrollo de una inmunidad protectora, lo que lleva a
un incremento en la aparicidon de casos clinicos de babesiosis (Quintdo-Silva y Ribeiro

2003; Brown, et al. 2006)



Rios et al. (2010) encontraron una serorreactividad para B. bovis mayor al 75% (estable
enzodticamente) en bovinos de 3 a 9 meses que recibieron tratamiento garrapaticida
con una frecuencia mayor a 90 dias, hallazgo que se relaciona con lo encontrado en
este estudio, ya que se establecid una correlacidn positiva entre las frecuencias de
tiempo mayores del bafio garrapaticida y la carga parasitaria en los bovinos (Rho:
0.168 y p=0.010), situacion que garantiza el reto antigénico constante para el bovino
por la presencia permanente garrapatas en niveles que permiten el paso de parasitos
al hospedador intermediario de la babesiosis. De acuerdo a lo anterior, se puede inferir
gue una periodicidad de 90 dias o mds para los tratamientos garrapaticidas en zonas
enzodticas para babesiosis bovina se configura como un factor abidtico que favorece la
adquisicion de inmunidad protectora en bovinos desde temprana edad, influyendo de
forma positiva sobre el control natural de la infeccion y la consecuente ausencia de
signos y sintomas de enfermedad a través del tiempo (Rios, Zapata et al. 2010). En
consecuencia, se asocia una baja frecuencia de tratamiento garrapaticida con altos
niveles de infestacion de garrapatas en bovinos y el desarrollo de estabilidad enzodtica

en la zona (Smith, Evans et al. 2000; Guerrero, Bendele et al. 2007).

Por otro lado, la ausencia de infestacion en el hato Cafno negro puede ser un factor de
riesgo para la aparicién de brotes de babesiosis, debido a que se impide la expresidon
natural de las poblaciones de garrapatas, por lo que los terneros no se encuentran
expuestos a la inoculacidon de parasitos por parte de las garrapatas, y de esta forma se
disminuye el reto antigénico que estimula la produccién de inmunidad protectora para

contrarrestar la infeccion (Brown 2001; Brown, et al. 2006)

Existen factores que pueden incidir en el desarrollo y transmisidn de los hemoparasitos
por su vector, entre estos se incluyen: la edad de las garrapatas y la fase de
parasitemia en el hospedador, debido a que la garrapata necesita, para adquirir la
infeccion del bovino, permanecer durante 24 horas sobre este durante su mas alta
parasitemia (Oliveira-Sequeira et al. 2005). En este estudio se obtuvo un porcentaje de
garrapatas positivas para Babesia sp. del 86.8% por medio de la amplificacién de ADN
por PCR multiple, de un total de 770 garrapatas recolectadas en la zona; mientras que

por medio de la evaluacidn directa de hemolinfa se obtuvo una positividad del 36.8%,



mostrando diferencias estadisticamente significativas entra los dos métodos (p=0.01);
sin embargo, se ha demostrado en estudios anteriores que el bajo porcentaje de
infeccion en garrapatas por medio de la evaluacidon de hemolinfa esta directamente

relacionado con el tiempo de incubacion de las mismas.

Dias et al. (2005) sugirieron que la extracciéon de hemolinfa debe hacerse en el dia
noveno y décimo de incubacidn de las garrapatas recolectadas para asegurar un mayor
nimero de esporoquinetos en hemolinfa. El porcentaje de la infeccién en
Rhiphicephalus (Boophilus) microplus en los hatos de la zona estudiada fue analizado
luego de un periodo de incubacidon de 7 dias, lo cual podria relacionarse con el
porcentaje de positividad obtenido por técnicas microscépicas con respecto al
resultado de las pruebas moleculares, aunando esta situacion a la sensibilidad de cada
una. Ademas, la amplificacion de ADN de Babesia sp. del vector, se hizo de la garrapata
completa, lo que aumenté la probabilidad de deteccidn de infeccidn con respecto a la
evaluacidon de hemolinfa por partir de una mayor cantidad de muestra, resultado

similar al reportados por Quintao-Silva, Melo et al. en 2007.

El pardsito predominante en todos los hatos y en todos los grupos de edad fue B.
bigemina con un 72.9% del total de la infeccion. El grupo de edad que presenté mayor
grado de infeccidn en sus vectores fue el grupo 2 con un 40% del total de garrapatas
recolectadas, seguida por el grupo 1 con un 31.8%. No se encontrd relacion estadistica
entre la infeccion en las garrapatas capturadas en los diferentes grupos de edad con la
edad de los bovinos; sin embargo, tanto la infeccidn por Babesia sp. como la
infestacion por R. microplus predomina en los terneros de 6-7 meses de edad, dato

gue concuerda con lo reportado por Rios et al. 2010.

Tradicionalmente la infeccién en bovinos y garrapatas se ha evaluado por medio de
técnicas microscopicas directas, sin embargo y acorde con lo reportado por Quinta o-
Silva et al en el 2007 el porcentaje de infecciéon por Babesia sp. en bovinos de 3-9
meses de edad por medio de la evaluacién microscopica de extendidos de sangre
periférica y la amplificacién de ADN por medio de la PCR multiple presentd diferencias

estadisticamente significativas entre las dos técnicas, aumentando significativamente



los resultados positivos por medio de la amplificacién de ADN, técnica que ademas
permitid discriminar la especie de parasito circulante. Los animales de todos los hatos
y todos los grupos de edad presentaron mayor porcentaje de positividad por medio de
la PCR multiple y se pudo evidenciar que ningln animal presentaba infeccidon por B.
bovis Unicamente; aquellos animales que presentaron este parasito, tuvieron infeccion
concomitante con B. bigemina; esto coincide con lo reportado por -Sequeira et
al. 2005, Adham et al. 2009, Costa-Junior, Rabelo et al. 2006; ellos encontraron que las
infecciones mixtas se presentan en una menor proporcién que las infecciones causadas
por especies individuales, tanto en los bovinos como en las garrapatas. Caso similar se
presentd en el comportamiento de la infeccién en garrapatas en donde los vectores de
todos los hatos y todos los grupos de edad presentaron mayor porcentaje de

positividad por medio de la PCR multiple.

Aunque el resultado del analisis BLASTn de las secuencias nucleotidicas parciales
obtenidas del gen ARNr 18S para las cepas seleccionadas de B. bigemina, presentaron
una identidad del 86.9% con una cepa de B. bigemina (AY699276)(Buling, Criado-
Fornelio et al. 2007), para ambas secuencias (las provenientes del vector y del bovino),
la secuencia presentd algunas dificultades por ser producto del amplificado de un gen
multicopia (Cowman, Bernard et al. 1984) por lo que se sugiere que en futuros
estudios se realice un procedimiento de clonacién del producto de amplificacién

mediante PCR, antes de realizar su secuenciacion.

Estos resultados evidencian la necesidad de estudios epizootioldgicos similares en
otras regiones ganaderas, con los cuales se determinen los niveles de estabilidad
enzodtica; evaluando los indicadores entomoldgicos y parasitoldgicos planteados en el
presente estudio, cuyo desequilibrio influye en la manifestacién clinica de la babesiosis

bovina (Rios et al. 2010).

Esta investigacion demuestra, ademas, la sensibilidad de la técnica de PCR multiple en
comparacion con el analisis microscépico. Se concluye de este modo que el analisis

microscopico de la hemolinfa de las hembras ingurgitadas y de los extendidos de



sangre periférica, no es una técnica apropiada para determinar las tasas de infeccién
de Babesia sp. en estudios epidemiolégicos por su baja sensibilidad. Por el contrario, la
técnica de PCR multiple puede aplicarse con éxito en el estudio de babesiosis en areas

endémicas tropicales, tanto en los hospederos intermediarios como definitivos.
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