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RESUMEN

La babesiosis bovina es una enfermedad ocasionada por parasitos protozoarios del género
Babesia y que pertenecen al phylum Apicomplexa. En el continente americano, esta
enfermedad es transmitida por garrapatas del género Rhipicephalus y se considera que su
impacto en la ganaderia es de gran importancia, ya que las pérdidas que provoca son de casi
10 billones de ddlares anuales en todo el mundo, asociadas principalmente a la disminucion
de produccién tanto de leche como de carne en ganado que se encuentra en regiones
tropicales y subtropicales. En México las especies con mayor importancia veterinaria son
Babesia bigemina y Babesia bovis, que presentan signos clinicos como fiebre >40°C, anemia,
disnea, hemoglobinuria, en algunos casos de ictericia y muerte. EI método de diagndstico
mas facil para la deteccion de la babesiosis es por medio de frotis sanguineo visto por
microscopia. Sin embargo, este método funciona Unicamente en la etapa aguda de la
enfermedad, y carece de especificidad. Por tal motivo, es necesario tener herramientas de
diagndstico, con una mayor especificidad y sensibilidad, asi como un uso constante durante
y después del proceso de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue la deteccion seroldgica
de péptidos que contienen epitopos B conservados de la proteina de cuerpo esférico (SBP4)
de Babesia bigemina por el método de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)
indirecta, asi como el potencial de este método como diagndstico para la deteccion de la
babesiosis bovina. Para realizar este trabajo, se utilizaron 4 péptidos de la proteina SBP4:
péptido A, péptido B, péptido C y péptido D. Se utilizaron 136" sueros de bovinos de
diferentes regiones tropicales y subtropicales de México, en donde la babesiosis bovina es
una enfermedad endémica. Dichos sueros fueron previamente diagnosticados por el método
de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y los resultados obtenidos en este trabajo fueron
comparados por medio de una tabla de contingencia de 2x2. Cada suero fue sometido a los
cuatro péeptidos de SBP4 por lo que se realizé una tabla de contingencia para cada uno de los
4 péptidos. En las ELISAS se lograron identificar los 4 péptidos de la proteina SBP4 con las
cepas de diferentes estados de México de Babesia bigemina. Sin embargo, los patrones de
identificacion no fueron iguales en los 4 péptidos. Para el péptido A, B, C y D se obtuvo una
sensibilidad de 94.3%, 91.3%, 94.1% y 94.4%, respectivamente; una especificidad de 94.0%,
68.7%, 92.2% y 100%, respectivamente; una concordancia de 94.1%, 80.1%, 93.4%y 96.3%,
respectivamente; un valor predictivo positivo de 96.4%, 75.0%, 95.2% y 100.0%,
respectivamente, y un valor predictivo negativo de 90.4%, 88.5%, 90.4% y 90.4%,
respectivamente, siendo-el péptido D, el mas conservado en las diferentes cepas de B.
bigemina. En este trabajo, se concluye que los péptidos A, C y D, son méas conservados en
los sueros evaluados que el péptido B de SBP4. Ademas, se concluye que el Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) indirecta basada en péptidos de SBP4, es una
herramienta util para el diagnostico de la babesiosis bovina causada por Babesia bigemina.
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SUMMARY

Bovine babesiosis is a tick-borne disease caused by protozoan parasites of the genus Babesia,
which belong to the phylum Apicomplexa. This disease is transmitted by ticks of the genus
Rhipicephalus and its impact on livestock is considered to be of great importance, given the
losses caused by this protozoan are almost 10 billion dollars per year worldwide, mainly
associated to the decrease in both milk and meat production in cattle found in tropical and
subtropical regions. In Mexico, the species with major veterinary importance are Babesia
bigemina and Babesia bovis, which present clinical signs as fever, >40°C, anemia,
breathness, haemoglobinuria, and, in some cases jaundice and eventually death. The easiest
diagnostic method for the detection of bovine babesiosis is by blood smears seen by
microscopy. The objective of this work was the detection of peptides that contains conserved
B-cell epitopes of the spherical body protein 4 (SBP4) of Babesia bigemina, which it remains
in the developement of the parasite infection, within the erythrocyte, by the method of
indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), as well as the potential of this
method as a diagnostic for the detection of bovine babesiosis. To carry out this work; four
conserved peptides of the SBP4 protein were used: peptide A, peptide B, peptide C, and
peptide D. 136 bovine from different tropical and subtropical regions of Mexico were
collected and used, where bovine babesiosis is an endemic disease. This sera were previously
diagnosed by Indirect Immunofluorescence Assay method (IFAT) and the results obtained
on this work were compared in a 2x2 contingency table. Each sera was submitted to the four
peptides of SBP4, therefore, a contingency table was made for each of the four peptides. In
the ELISAs, the four peptides of the SBP4 protein were identified with the differents strains
of Babesia bigemina in sera collected from different states of Mexico. However, the
identification patterns were not the same between the four peptides. For peptide A, B, C and
D, the sensitive obtained were 94.3%, 91.3%, 94.1% and 94.4%, respectively; a specificity
of 94.0%, 68.7%, 92.2%, and 100%, respectively; a concordance of 94.1%, 80.1%, 93.4%
and 96.3%, respectively; a positive predictive value of 96.4%, 75.0%, 95.2% and 100.0%,
respectively, and a negative predictive value of 90.4%, 88.5%, 90.4% and 90.4%,
respectively, being peptide D as the most conserved in the different strains of B. bigemina.
In this work, it is concluded that peptides A, C, and D are strongly conserved, unlike peptide
B of SBP4. Furthermore, it is-concluded that the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) is a useful tool for the diagnosis of bovine babesiosis caused by Babesia bigemina.
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I. INTRODUCCION

La babesiosis bovina es causada por protozarios intraeritrociticos del género Babesia, que
infectas una gran cantidad de animales tanto domésticos como salvajes y ocasionalmente al
humano. Esta enfermedad es transmitida por la garrapata y su distribucion es mundial (Bock
et al, 2004). Existen dos especies de Babesia que representan el mayor impacto econémico:
Babesia bigemina y Babesia bovis y ambas son endémicas de México. El cuadro clinico que
presenta esta enfermedad consta de fiebre, debilidad, ataxia, anemia y hemoglobinuria (Lew
et al, 2005). En casos agudos de la enfermedad, la signologia clinica tarda de 3 a 7 dias,
presentando principalmente fiebre >40°C, seguido de inapetencia, depresion, incremento en
la frecuencia respiratoria, debilidad y dificultad para moverse. En hembras gestantes, la fiebre
puede ocasionar abortos y en machos se ha demostrado que reduce la fertilidad. En casos
prolongados se pueden desarrollar signos como ictericia y anemia (Bock et al, 2004).

En México, el vector principal es la garrapata del género Rhipiceplalus microplus, que se
encuentra distribuida en las regiones tropicales y subtropicales, la cual puede transmitir B.
bovis y B. bigemina (Rojas et al, 2018). Cuando se incrementa ampliamente la distribucion
de R. microplus en areas donde no es endémica, ocurrird en brotes esporédicos o frecuentes,
con un grado diverso de morbilidad y mortalidad, esto dependiendo de la inmunidad o
resistencia previa a hemoparasitos por parte de la poblacion expuesta al vector (Benavides,
2016).

Esta enfermedad se describe de forma detallada en el listado 2015 de enfermedades de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Clinicamente se expresan en su forma
aguda por fiebre y anemia, con efectos complementarios,.como bajo consumo de alimentos,
baja en produccion de leche, pérdida de peso, y riesgo de muerte de animales, entre otros.
(Benavides, 2016).

Se estima que las pérdidas econdémicas por la babesiosis en ganado bovino son
aproximadamente de $13.9 y $18.7 mil millones de dolares anuales en todo el mundo (de
Castro, 1997). El costo de la babesiosis bovina esta relacionado con mortalidades, abortos,
disminucion de la produccion de carne y leche, medidas de control (tratamiento de la
enfermedad, acaricidas y vacunas), asi como pérdida del potencial de produccién vy
restricciones comerciales (Schnittger et al., 2012).

El género Babesia pertenece al phylum Apicomplexa, un linaje de ramificacion reciente, que
se caracteriza por la presencia de un complejo apical (Chauvin et al, 2009) compuesto por
organelos denominados roptrias, micronemas y granulos densos que se encuentran
involucrados en la invasién de las células huésped y un citoesqueleto Unico, que lo distingue
de otros organismos eucariotas. Las etapas de infeccion de la mayoria de los protozoarios
pertenecientes al phylum ya mencionado, tienen la capacidad de migrar por barreras
bioldgicas del huésped para poder invadir las células (Soldati et al, 2004).

El diagndstico de la babesiosis bovina es una herramienta importante para la prevencion y
control de la enfermedad. Durante la fase aguda es posible detectar eritrocitos infectados por
microscopia, dado que el nimero de protozoarios aumenta considerablemente, mientras que,
en un cuadro crénico, en donde ocurre la forma subclinica de la enfermedad, se necesitan
métodos de diagndstico mas precisos y sofisticados (Mosqueda et al, 2012).

Los protozoarios apicomplexos utilizan multiples moléculas durante el proceso de invasion
del eritrocito. Durante el proceso, algunas moléculas que revisten los merozoitos actlan
como factores de reconocimiento, mientras las roptrias y los micronemas secretan moléculas
ordenadamente para crear uniones al eritrocito y finalizar con la invasion de la célula huésped
(Yokoyama et al, 2006).

El método que se utiliza para la identificacion de la babesiosis en animales infectados es
mediante el examen microscopico de frotis sanguineo tefiidos con tincion de Giemsa al 10%.



Este método es de gran utilidad para la diferenciacion de especies de Babesia, basados
principalmente en la morfologia de B. bovis y B. bigemina (OIE, 2014).

. ANTECEDENTES

2.1.1 Definicion.

Babesia es un protozoario hemoparéasito de importancia econémica y veterinaria, ademas de
tener un impacto global. Es considerado como el segundo parésito mas encontrado en sangre
de mamiferos, después de Trypanosoma sp., y ha sido descrito que puede infectar a aves. En
el huésped vertebrado se reproduce asexualmente en los eritrocitos y en la etapa sexual de su
ciclo de vida toma lugar en la garrapata, siendo la garrapata del género Rhipicephalus como
vector principal de la babesiosis bovina (Smith et al, 1893; Schnittger et al, 2012).

Esta enfermedad también es conocida como piroplasmosis, Fiebre del ‘Ganado por
Garrapatas, Fiebre del agua roja o Fiebre de Texas (Onoja et al, 2013). Babesia bigemina se
ha reportado con una mayor prevalencia y causante de la enfermedad con mayor impacto
econdmico (Esmaeilnejad et al, 2018).

2. 1.2 Taxonomia.

El género Babesia pertenece al phylum Apicomplexa (Yokoyama et al, 2006). Desde el
descubrimiento de este género a finales del siglo XIX, se handescrito diferentes especies que
afectan tanto a animales domésticos como salvajes. La descripcion y clasificacion de Babesia
sp. se basaron principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas, ademéas de un notable
patron de ensamblaje a los eritrocitos por parte de los merozoitos. Este género fue definido
de acuerdo a su sitio de replicacion en el huésped vertebrado y su modo de transmisién dentro
de la garrapata (Chauvin et al, 2009).

La clasificacion taxondmica de Babesia es:
Dominio: Eucariota
Supergrupo: SAR
Reino: Alveolata
Filo: Apicomplexa
Clase: Aconoidasida
Orden: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia

Especie: bigemina, bovis (Levine, 1982).

2.1.3 Patogenia.

Babesia bigemina genera un cuadro de enfermedad agudo por dos mecanismos: por hemolisis
y alteracion de la circulacion sanguinea, provocando dafio endotelial, causando
vasodilatacion, permeabilidad capilar, desérdenes de coagulacion, edema pulmonar y
disfuncion cerebral. Durante la mordida de la garrapata en el bovino, se inyectan los
esporozoitos e infectan a los eritrocitos (Bock et al, 2004; Wright et al, 1989; Demessie et
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al, 2015). En la primera etapa de invasion intraeritrocitica, los parasitos de Babesia utilizan
moléculas de superficie de manera ordenada para ser atraidos hacia el eritrocito. En B. bovis,
los merozoitos poseen al menos 5 glicoproteinas de superficie que pertenecen a una familia
de antigenos variables de superficie del merozoito (VMSA, por sus siglas en inglés) que se
encargan de la infeccion de los eritrocitos (Yokoyama et al, 2006). Una vez infectados, se
desarrollan piroplasmas dentro del eritrocito, resultando en dos, y en ocasiones hasta cuatro
merozoitos que destruyen al eritrocito al salir e infectar a otros, provocando asi una hemalisis
intravascular y extravascular. Esta replicacion masiva del protozoario produce una rapida
destruccion de eritrocitos, haciendo presente la hemoglobinuria y fiebre en los animales
infectados (Demessie et al, 2015).

En casos agudos, la maxima parasitemia en sangre es menor al 1% en B. bovis, mientras que
en infecciones ocasionadas por B. bigemina las parasitemias pueden ser del 10 hasta el 30%
(OIE, 2014). Cuando la enfermedad transcurre a casos severos, cuando ocurre el secuestro
de eritrocitos infectados por parte de los capilares del cerebro y pulmones, resultan en una
parasitemia periférica, babesiosis cerebral y sindrome respiratorio asociado a una infiltracion
masiva de neutréfilos a los capilares pulmonares provocando permeabilidad vascular y
posteriormente edema (Brown et al, 1999).

En casos que no presentaron mayor gravedad, los animales logran recuperar su condicién por
varias semanas. Sin embargo, la recuperacion es completa y se consideran asintomaticos por
algunos afos subsecuentes a la infeccion (Callow, 1984; Mahoney, 1969). Johnston et al,
1978 menciona que los animales infectados con B. bigemina en zonas endémicas de la
enfermedad, pueden ser portadores asintomaticos por 2 afios. Los animales que logran
recuperarse tras una infeccion aguda por B. bigemina o B. bovis, tanto de forma natural como
después de un tratamiento terapéutico, estos permanecen persistentemente infectados y
resistentes a una proxima enfermedad por una reinfeccion con la misma especie (Brown et
al, 1999).

2.1.4 Signos Clinicos.

Los signos clinicos varian segln la edad del animal. La mayoria de los casos con signologia
se observan en los animales adultos (CFSPH, 2008). El grado de severidad de la infeccién
dependera de la edad del animal, factores genéticos, estado inmunitario e incluso con
infecciones que hayan_presentado anteriormente (Schnittger et al, 2012). Los animales
afectados sufren de un-aumento muy elevado de temperatura corporal, pérdida del apetito,
cese de rumia, dificultad para respirar, emaciacion, diversos niveles de ictericia (dependiendo
de la parasitemia que se presente) con las mucosas conjuntival y vaginal amarillenta y en
ocasiones presentan coloracion blanquecina (Demessie et al, 2015).

Generalmente B. bovis es mas patdogeno que B. bigemina y Babesia divergens. Las
infecciones se caracterizan por fiebre alta, ataxia, anorexia, y en ocasiones sintomas
nerviosos por el secuestro de eritrocitos infectados en los capilares cerebrales (OIE, 2014).
Las infecciones de Babesia bigemina son presentadas como infecciones agudas y estan
relacionadas a la destruccion masiva de eritrocitos. Uno de los signos clinicos mas
representativos de B. bigemina es la hemoglobinuria. En algunos casos en donde la
presentacidn de la enfermedad se vuelve crénica y existe una mayor pérdida de eritrocitos se
puede observar fiebre, anemia severa, ictericia y la posterior muerte del animal (Bock et al,
2004). En contraste, las infecciones causadas por B. bovis resultan en una alta mortalidad
entre la poblacion y genera un cuadro con mayor virulencia que incluye fiebre, anemia,
anorexia, caquexia y sindrome de choque hipotenso (Brown et al, 1999).



2.1.5 Distribucion.

La distribucion geografica de la babesiosis causada por B. bigemina y B. bovis se centra en
areas que proveen condiciones ecoldgicas favorables para la multiplicacion de garrapatas
principalmente en areas tropicales y subtropicales (Benavides, 2012). Aungue la babesiosis
bovina es transmitida por varias especies de garrapata, Rhipicephalus microplus es la
garrapata mas ampliamente distribuida.
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Figura 1. Distribucion mundial de la babesiosis bovinaen 2019. (OIE, 2019).

B. bovis y B. bigemina son particularmente importantes en Asia, Africa, América Central y
del Sur, partes del Sur de Europa y Australia. Aunque B. bovis se encuentra con frecuencia
en la misma zona geografica que B. bigemina, hay especies de garrapatas levemente
diferentes que transmiten estas 2 especies y presentan algunas diferencias en su distribucion.
Por ejemplo, B. bigemina esta mas distribuida que B. bovis en Africa. B. bigemina y B. bovis
y sus vectores que anteriormente eran enzodticos en gran parte del sur de EEUU (CFSPH,
2008). De acuerdo-con el Sistema Mundial de Informacién Sanitaria de la OIE (WAHIS
2015), la babesiosis bovina no se encuentra en Chile, y ha estado ausente en Belice, desde el
2013. En Canada no estan presentes las garrapatas consideradas como vectores de este
organismo; ademas, en la region sur de los Estados Unidos, desde 1943 se instituyé una
campana de erradicacion de garrapatas (Graham y Hourrigan, 1977), por lo que este pais se
considera libre de babesiosis con algunas reintroducciones accidentales para las que existe
un programa de vigilancia (Lohmeyer et al, 2011; Pérez de Ledn et al, 2010). Asimismo, se
encuentra restringida a ciertas areas subtropicales y a las regiones tropicales de México
(Benavides, 2016).

Segln la NOM-019-Z00-1994 “Campaiia Nacional Contra La Garrapata Boophilus spp.”
los estados de Sonora, Chihuahua, Baja California Norte y Aguascalientes se encuentran en
estado libre de la presencia de la garrapata, gracias a las medidas de control y eliminacién
estipuladas por dicha norma (Almazéan et al, 2018; SENASICA 2020).



SITUACION ACTUAL CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL
DE LA GARRAPATA Boophilus spp.
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Figura 2. Situacion actual de la campafia nacional para el control-de la garrapata Boophilus
spp. Fuente: SENASICA, 2020.

2.1.6 Impacto Economico.

La babesiosis bovina es considerada como la enfermedad transmitida por vectores mas
importante en la produccion bovina en zonas como Australia, Africa, al centro y sur del
continente americano, asi como Estados Unidos considerado con un riesgo latente. (Bock et
al., 2004). Considerando que el 80% de la poblacion del ganado se encuentra en zonas
endémicas de la enfermedad, el costo global de dicha enfermedad oscila entre 13.9 y 18.7
mil millones de dolares al afio (FAO/ OIE/ WHO, 1994; Snelson, 1975). El costo de la
babesiosis bovina esta relacionado con mortalidades, abortos, disminucion de la produccién
de carne y leche, medidas de control (tratamiento de la enfermedad, acaricidas y vacunas),
asi como pérdida del potencial de produccion y restricciones comerciales. Ademas, es
también un obstaculo para el mejoramiento genético del ganado bovino presente en zonas
endémicas de la enfermedad, ya que limita la introduccion de ganado genéticamente superior
que es susceptible a la misma (Schnittger et al, 2012).

El impacto econémico esta fuertemente ligado a la epidemiologia de la enfermedad y se
puede distribuir en pérdidas directas e indirectas (Benavides, 2016).

Las pérdidas directas son proporcionales a la ocurrencia de enfermedad, que estd asociada
con la introduccion o incremento de la poblacion de garrapatas y con la proporcion de
animales parasitados que desarrollen enfermedad; es decir, con el escenario epidemioldgico
en el cual se ubique la poblacion animal (Benavides, 2016).

Por otro lado, el impacto econdémico indirecto proviene del costo del tratamiento para casos
clinicos, principalmente por los gastos incurridos en el control de las garrapatas y otros
vectores, haciendo especial énfasis en acaricidas. Complementariamente, el impacto
econdmico indirecto puede estar asociado con limitaciones para emplear razas de mayor
productividad en zonas endémicas, restricciones comerciales de animales entre zonas y
paises, residuos de acaricidas en productos de origen animal (leche y carne), entre otros
(Benavides, 2016).



Al menos 1.3 billones de animales domésticos estan en riesgo de ser infectados, y la mayoria
de la poblacion mundial bovina estimada esta potencialmente expuesta a uno 0 mas especies
de Babesia sp. B. bovis y B. bigemina se presentan en areas tropicales y subtropicales del
mundo, y su patron de distribucion esta limitado a la presencia de su vector Boophilus
miroplus (Solorio et al, 1997).

2.1.7 Tratamiento

En el pasado, el tratamiento de la babesiosis bovina era menos importante que la erradicacion
de la enfermedad, principalmente en paises en donde el objetivo era erradicar al vector
Boophilus microplus. Sin embargo, la quimioterapia ha tenido gran importancia para el
control y prevencion de la babesiosis. El éxito del tratamiento depende de un diagnostico
rapido y la pronta administracion de los medicamentos. Existe un gran numero de
medicamentos que han demostrado ser efectivos ante la babesiosis bovina. Adicionalmente,
la terapia de soporte como transfusiones sanguineas, antiinflamatorios, vitaminas del
complejo B podrian ser necesarios en casos severos (Mosqueda et al, 2012).

Imidocarb es un derivado del carbanilido con actividad antiprotozoa. Usualmente es
administrado como dipropionato de sal o dihidrocloridro de sal. Su modo de accion de esta
completamente definido, sin embargo, se han propuesto dos mecanismos: la-interferencia con
la produccién o el uso de poliaminas, o la restriccion de entrada de inositol al eritrocito
infectado, produciendo inanicién del parasito. Es el principal babesiacida administrado en
animales, el Unico medicamento elimina a los parasitos del huésped y ha sido utilizado para
el tratamiento y prevencion de la babesiosis bovina. Imidocarb es efectivo contra B.
bigemina, B. bovis B. divergens y B caballi (Mosqueda et al, 2012).

El aceturato de diminazona esté indicado para la tripanosomiasis y la babesiosis bovina en
animales domésticos Gnicamente como agente terapéutico, dado que se excreta rapidamente
y por consiguiente tiene una actividad profilactica reducida. Sin embargo, en algunas dosis
en especifico se ha demostrado que tiene actividad protectora contra B. bovis 14 dias
postratamiento (Peregrine, 1993). Por otro lado, Mosqueda et al, 2012 menciona que el
aceturato de diminazona es mas efectivo contra B. bigemina en comparacion con B. bovis y
B. divergens. Kuttler et al, 1986, a su vez, menciona que el aceturato es inefectivo para el
tratamiento de la infeccion contra B. bigemina administrando durante 54 dias posinfeccion.

El aceturato de diminazona se une con la doble cadena de DNA en el surco entre las cadenas
complementarias, especificamente tiene predileccién por los sitios ricos en pares de bases
adenina-timina. El tipo de unién de este compuesto y el DNA tiene una alta afinidad por el
DNA kenoplastido, el cual inhiben la replicacién y funcion del kinetoplastido (Mosqueda et
al, 2012).

El triclosan es un compuesto clorinato aromatico que tiene un gran espectro antimicrobiano.
Los protozoarios requieren de lipidos del huésped para producir su membrana celular durante
la replicacion celular. Inhibiendo la habilidad de sintetizar la membrana evita que aumente
la superficie del parésito, deteniendo asi la proliferacién celular y la progresion de la
enfermedad. Se ha demostrado que el crecimiento de B. bovis y B. bigemina fue inhibido a
una concentracion de 100ul/ml de triclosan. Adicionalmente, el triclosan logra prevenir el
recrecimiento en todas las etapas del protozoario. No se ha reportado toxicidad a las células
del huésped. Sin embargo, el modo de accion del triclosan contra Babesia no se ha descrito
aun; el efecto inhibitorio radica en el sistema de acidos grasos. Estudios de secuencias
genéticas indican que en B. bovis, la sintesis de acidos grasos no estd en el apicoblasto
(Mosqueda et al, 2012).

El nerolidol es un sesquiterpeno que se encuentra en aceites esenciales de una gran variedad
de plantas. Es un saborizante de alimentos aprobado por FDA (Food and Drug
Administration) por sus siglas en inglés. En estudios in vitro se ha demostrado que el
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nerolidol es capaz de inhibir el crecimiento de B. bovis y B. bigemina a 10 um. El crecimiento
del protozoario se reduce a 50um con B. bigemina y a 75um con B. bovis, aunque adn se
desconoce el mecanismo de accidn de este farmaco (Mosqueda et al, 2012).

La epoxomicina es un inhibidor de proteosomas. Su manera de actuar es inhibiendo la
actividad de subunidades proteosomales como la quimotripsina y la tripsina. Este efecto
provoca la muerte celular, ya que se acumula una gran cantidad de proteinas ubiquinitadas
en el citoplasma (AbouLaila et al, 2010). Estudios in vitro han demostrado que en
tratamientos con dosis de 5 nM de epoxomicina inhibe significativamente el crecimiento de
B. bigeminay 10 nM para B. bovis. AbouL.aila et al, 2010, menciona que en una combinacion
de epoxomicina y aceturato de diminazona existe una mejora en la eliminacion de B. bovis y
B. bigemina, con una erradicacion completa del protozoario a los 4 dias postratamiento
(AbouLaila et al, 2010).

2.2 Babesia bigemina

2.2.1. Vector.

El vector principal de Babesia bigemina y Babesia bovis es Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Esta se alimenta del Ganado bovino y pequefios ruminates 'y es considerado como
huésped especifico o especialista de Babesia. También son considerados como vectores otros
géneros como ixodes Ricinus (los cuales se alimentan de bovinos y otros rumiantes) son
huéspedes especificos. Una minoria incluye a Ixodes Ricinus, que es vector de B. divergens,
es oportunista y poco selectivo, por lo que utiliza una gran variedad de vertebrados como
huéspedes (Chauvin et al, 2009).

2.2.2. Ciclo de vida.

Los huéspedes vertebrados son infectados al momento de la mordida de la garrapata. En la
saliva se encuentran los esporozoitos que penetran a los eritrocitos con la ayuda de un
complejo apical especializado (Bock et al, 2004). En el eritrocito es donde se llevaran a cabo
todas las fases asexuales del parasito. EI agente produce dos merozoitos por fision binaria.
Posteriormente a la destruccion del eritrocito, los merozoitos infectan a otros eritrocitos y
este proceso es conocido'como merogonia (Chauvin et al, 2009).

Cuando los eritrocitos infectados son ingeridos por las garrapatas, la mayoria de los pre-
gametocitos son destruidos y solo una pequefia proporcion sobrevive para dar paso a la
siguiente fase en donde se convierten en gametocitos (Chauvin et al, 2009). Los cambios
que se generan durante el paso por el tracto intestinal de la garrapata dan paso al desarrollo
de cuerpos radiados o conocidos como Strahlenkdrper a partir de los gametocitos. Estos
cuerpos radiados sufren una serie de cambios hasta en donde pasan de ser multinucleados a
ser-haploides (gametos) y se fusionan en pares para dar paso a una célula esférica conocida
como cigoto (Bock et al, 2004).

Estos cigotos presentan un organelo en la punta con forma de espiga o flecha para facilitar la
penetracion celular. Una vez dentro, la espiga toca la membrana celular del intestino, la cual
invagina alrededor de la espiga al contacto. No se genera ninguna membrana parasitofora,
mientras que la membrana celular intestinal aparenta estar lisada una vez que entra la espiga
debido a las enzimas que son liberadas por el parasito (Chauvin et al, 2009).

Una vez que el cigoto del parasito se encuentra adentro, el organelo con forma de espiga se
desintegra y el cigoto pasa a una etapa movil denominada ooquiste. La meiosis indica el
inicio de la esporogonia en el ciclo de vida de los parasitos del género Apicomplexa, y es
aqui donde probablemente inicia, ya que en esta etapa el ooquiste es haploide. El ooquiste
sale del intestino hacia la hemolinfa y comienza a invadir distintos tejidos de la garrapata,
uno de ellos son los ovarios, en donde se infectan los huevos de las garrapatas hembras
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denominada como transmision transovarica. En el posterior desarrollo de Babesia sp. se
inicia la etapa asexual y la produccién de una gran cantidad de esporoquinetos. La
esporogonia toma lugar en todos los estadios de la garrapata, desde la eclosion del huevo
hasta la etapa adulta y esta misma se transmite a la siguiente generacion de la garrapata. Esta
transmision es conocida como transestadial (Chauvin et al, 2009).

Otro de los tejidos que es invadido en la garrapata son las glandulas salivales. Los quinetos
entran a etapas multinucleadas conocida como esporogonia y posteriormente se transforman
en los esporozoitos, etapa en donde son capaces de infectar a los mamiferos (Bock et al,
2004).

Ciclo de vida de Babesia bigemina
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Figura 3. Ciclo de vida de Babesia bigemina. A) Esporozoitos invaden un eritrocito y se transforma en un
trofozoito. B) Trofozoito en forma de anillo. C) Mediante fision binaria, de cada trofozoito dos merozoitos son
formados. D) Los merozoitos se encuentran inicialmente unidos semejando un par de peras en un angulo agudo.
E) Los‘merozoitos maduros se separan antes de salir del eritrocito. F) Los merozoitos son liberados del eritrocito.
Algunos volveran a infectar eritrocitos para formar nuevos trofozoitos, mientras que otros seran consumidos por
una-garrapata para continuar con su ciclo de vida en el invertebrado. G) Estadios sexuales son liberados de los
eritrocitos y se transforman en gametocitos. H) Los gametocitos se diferencian en gametos hembras y machos que
forman un cigoto después de su fusidn. 1) El cigoto se desarrolla en su forma infectiva para ingresar a las células
intestinales de la garrapata. J) Cuerpos de fision son formados que se transforman después en quinetos moviles.
K) Los quinetos destruyen la célula intestinal, escapan a la hemolinfa y se esparcen en diferentes tejidos,
incluyendo los ovarios. L) En los ovarios, células embrionarias son infectadas por los quinetos (trasmision
transovarica). M) Cuando una garrapata ovoposita, los embriones ya se encuentran infectados. N) Larvas recién
eclosionadas se unen a un bovino para alimentarse, los quinetos migran a las glandulas salivales de la garrapata y
forman un esporoblasto. O) Miles de esporozoitos se liberan de un solo esporoblasto. P) Larvas de garrapata se
alimentan del bovino, liberando esporozoitos al torrente sanguineo del animal. Traducido y modificado de
Mosqueda et al., (2012).



2.2.3 Transmision.

La prevalencia de B. bovis y B. bigemina en los paises afectados esta estrechamente asociada
a la presencia de la garrapata Rhipicephalus microplus, la cual es la principal via de
transmision al ganado y otras especies (Chung et al, 2017).

2.2.4. Diagndstico Seroldgico.

2.2.4.1 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

El método de inmunofluorescencia indirecta (IFI) es la prueba mas ampliamente utilizada
para la deteccion de anticuerpos frente a B. bovis y B. divergens (OIE, 2014). Esta prueba
consiste en una combinacion de una alta sensibilidad de microscopia fluorescente con la
especificidad asociada a los métodos inmunoldgicos. Existe una gran ventaja enla
produccion de antigeno in vitro a partir de varias cepas de Babesia sp., asi como B. bovis, B.
bigemina y B. divergens. Sin embargo, la reaccion cruzada que existe entre B. bovis.y B.
bigemina provoca una desventaja para el diagnéstico especifico del agente. Los resultados
de esta técnica pueden llegar a ser subjetivos, ya que estan ligados al dictamen del operador.
La inmunofluorescencia indirecta provee una alta sensibilidad, aunque, por otro lado, su
especificidad reducida lo hace poco utilizado en laboratorios (Alvarez et al, 2019).

2. 2. 4. 2 Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

Este procedimiento es capaz de detectar anticuerpos especificos en animales infectados y se
ha utilizado para investigaciones epidemioldgicas (Qin et al, 2015). Con este método se
permite la cuantificacion de a reaccion antigeno-anticuerpo a través de un cambio de color,
demostrando la presencia y la concentracion de anticuerpos en los sueros de los animales
(Aydin, 2015). La ELISA se divide en diferentes categorias, dependiendo de la manera en
que se inmoviliza y se detecta el antigeno (Shah et al, 2016).

En las ELISAS indirectas, el antigeno especifico a analizar, de debe adherir a los pocillos de
las placas de microtitulacién, seguido de una solucion proteica que no reaccione para
bloquear cualquier area de los pocillos no recubierta con el antigeno. El anticuerpo primario,
el cual se une especificamente al antigeno es agregado, seguido de un anticuerpo secundario
conjugado a una enzima. Posteriormente se agrega un sustrato para que la enzima pueda
cuantificar el anticuerpo primario a través de un cambio de color. La concentracion de un
anticuerpo primario presente en el suero se correlaciona directamente con la intensidad del
color de la muestra (Gan et al, 2013).

Una gran cantidad de andlisis seroldgicos se han realizado exitosamente para la deteccion de
anticuerpos anti-Babesia con este método, y es distinguido porque esta menos ligado al error
del operador y se adapta para el uso en campo. Sin embargo, una desventaja es la presencia
de reacciones falsas positivas con sueros negativos (EI-Ghaysh et al, 1996). Por otro lado,
Sivakumar et al, 2017 menciona que el método ELISA basado en formas recombinantes para
la deteccion serolégica de RAP-1 de B. bigemina y B. bovis fue util, aunque de manera
simultanea, en el mismo estudio se utilizo la deteccion de RAP-1 por el método de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), menciona quede 16 muestras positivas por PCR, 12
muestras fueron positivas a ELISA.



2.3 La Proteina de los cuerpos esfericos 4 SBP4.

Las proteinas de los cuerpos esféricos son proteinas secretadas por los organelos presentes
en el complejo apical de Babesia sp. denominados cuerpos esfericos. Estas proteinas estan
asociadas en la internalizacion, formacion y disolucion de la vacuola parasitéfora, ademas de
la viabilidad del parasito una vez que ha invadido el eritrocito. Se han encontrado Unicamente
4 proteinas en B. bovis: SBP1, SBP2, SBP3 y SBP4 (Yokoyama et al., 2006; Gohil et al.,
2010). Por otro lado, Terkawi et al, 2011, menciona que estas proteinas también tienen
funciones en el crecimiento del parasito, llevando a cabo las condiciones favorables para la
supervivencia del parasito.

Recientemente, solo se han encontrado de anticuerpos especificos para B. bovis y B.
bigemina, de los cuales muchos se descubrieron a finales de la Gltima década. Entre estos
anticuerpos se encuentran aquellos que han detectado las proteinas SBP1, SBP2, SBP3 y mas
recientemente se han encontrado anticuerpos contra SBP4 (Gohil et al., 2010).

SBP4 es una proteina caracterizada en B. bovis y que tiene homologia con una proteina
identificada en B. bigemina. Carece de homologia con proteinas de otros protozoarios del
género Apicomplexa. Se ha demostrado que la secuencia genética de SBP4 es-conservada en
paises como Estados Unidos, Brasil, Mongolia, Tailandia y Sudafrica (Terkawi et al, 2011).
Considerablemente, hoy en dia, las proteinas de los cuerpos esféricos son un gran candidato
para el desarrollo de vacunas o como antigenos para el diagndstico de la babesiosis bovina.
En estudios realizados in vitro se demostro que SBP4 se encuentra dentro del citoplasma de
los eritrocitos, en las etapas de desarrollo y division del protozoario, demostrando que las
funciones de esta proteina no estan involucradas en la invasion, sino en el crecimiento y
desarrollo del protozoario (Terkawi et al, 2011).

I11. HIPOTESIS

SBP4 contiene epitopos B conservados que son reconocidos por sueros de bovinos
infectados naturalmente por Babesia bigemina.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Evaluar serol6gicamente péptidos que contienen epitopos B conservados de SBP4 de
Babesia bigemina.

4.2 Objetivos especificos.

4.2.1 Determinar el reconocimiento de 4 péptidos de SBP4 conteniendo epitopos B
conservados  por sueros de bovinos infectados naturalmente mediante ELISA indirecta.

4.2.2 Determinar sensibilidad, especificidad analitica y la concordancia con la prueba de oro.
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V. METODOLOGIA Y RESULTADOS
5.1 Metodologia

Se utilizaron 4 péptidos sintéticos (A, B, C y D) de SBP4. El péptido A, de 20 aminoacidos
(AAS), el péptido B, de 20 AAS, y el péptido D, de 19 AAS, sintetizados en formato lineal,
mientras que el péptido C, de 19 AAS fue sintetizado en formato MAP-8 (Multi Antigenic
Peptide 8). Se utilizaron también 136 sueros de bovino infectados de B. bigemina
previamente diagnosticados por Inmunofluorescencia Indirecta. Dichos sueros fueron
recolectados en diferentes entidades del pais. Las placas marca Greiner, con numero de
catdlogo 89131-676, que fueron utilizadas se sensibilizaron con 100ul de solucion de
carbonatos 0.1 M por pozo, por cada péptido y se dejaron en refrigeracion a 4°C toda la
noche.

Las placas fueron lavadas 3 veces con 200ul por pozo con buffer de lavado PBS Tween
0.05%.

Después se agregan 200ul de solucién de bloqueo (5% de leche descremada).y se dejaron
incubando a 37°C con una agitacion a 250 rpm por una hora.

Posterior a la incubacion se realizan tres lavados agregando 200ul de buffer de lavado PBS
Tween 20 0.05%.

Para la preparacion de los sueros se realizaron diluciones a 1:40-en PBS-T 20 0.05%.

Se colocaron 50l por pozo por triplicado de cada suero 1:40 para los cuatro péptidos, y 50ul
de solucion buffer PBS-T 20 0.05% y se dejaron en incubacion a 37°C por una hora a 250
rpm.

Después de la hora de incubacién, se lavaron las placas 3 veces con 200pl solucion buffer de
lavado PBS-T 20 0.05% y posteriormente se colocd 100pl por pozo de anticuerpo Anti-IgG
de bovino hecho en cabra acoplado a peroxidasa, marca Jackson Immuno Research con
namero de catadlogo 101-035-003 a.una concentracion de 1:2500 y se dejan incubando a 37°C
por 45 minutos a 250 rpm.

Transcurrido el tiempo de incubacién, las placas se lavaron 3 veces con 200pl solucién buffer
de lavado PBS-T 20 0.05%.

Posterior a los lavados, se agregaron 100pl por pozo de solucién de revelado .1 M (5 ml de
acido citrico (CeHsO7), 5 ml de citrato de sodio (CsHsNazO7) y 4 mg de orto-fenilendiamina
(OPD)) por placa'y se dejaron incubando por 20 minutos a temperatura ambiente.

Transcurridos los 20 minutos, se agregaron 100 ul de solucién de paro (Acido sulfurico 2N).

Por ultimo, las placas se leyeron con el programa MPM 6.0 de Biorad a una longitud de onda
de 490 nandémetros y 3 segundos de agitacion.

Los resultados obtenidos por la prueba de ELISA fueron sometidos a tablas de contingencia
de 2x2 contra IFI, utilizando las siguientes férmulas para determinar sensibilidad,
especificidad, concordancia, valor predictivo positivo y negativo (Tabla 6), donde el inciso

a” corresponde a valores verdaderos positivos, el inciso “b” para valores falsos positivos,
inciso “c” valores falsos negativos e inciso “d” para valores verdaderos negativos:

e Sensibilidad: Es la capacidad de la prueba para detectar verdaderos positivos (a) y se
obtiene de la siguiente manera: =a/(a+c).

o Especificidad: Es la capacidad de la prueba para detectar valores verdaderos
negativos (d) y se obtiene asi: =d/(b+d).
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e Valor predictivo positivo: Es la capacidad que tiene una prueba, cuando esta es
positiva, de predecir que la muestra es positiva y se estima dividiendo los valores
verdaderos positivos (a) entre los verdaderos y falsos positivos: =a/(a+b).

e Valor predictivo negativo: Es la capacidad de una prueba diagndstica, cuando esta es
negativa, de predecir que la muestra es negativa y se estima dividiendo los verdaderos
negativos (d) entre los falsos y verdaderos negativos: =d/(c+d).

e Concordancia: Utiliza todos los valores de la tabla de 2x2 y se obtiene dividiendo la
suma de los verdaderos positivos (a) con los verdaderos negativos (d), entre la suma
de todos los valores: =(a+d)/(a+b+c+d).

5.2 Resultados

Se analizaron sueros bovinos previamente diagnosticados por la prueba de oro para la
babesiosis bovina (Tabla 1) de distintas unidades de produccion de diferentes estados del
pais. Se muestran los sueros analizados para el péptido A (Tabla 2), los sueros analizados
para el péptido B (Tabla 3), los sueros analizados para el péptido C (Tabla 4), y los sueros
analizados para el péptido D (Tabla 5).

Previamente, los sueros de los bovinos utilizados para este estudio, fueron-diagnosticados
por el método de Inmunofluorescencia Indirecta. En la tabla 1, se muestran los sueros
positivos y los sueros negativos con la prueba de oro. La evaluacion del péptido A por el
método de ELISA indirecta, se realizd con sueros de animales de unidades de produccion de
diferentes zonas tropicales y subtropicales de México. En la tabla 2 se muestra el nimero de
sueros utilizados y el resultado positivo y negativo de cada suero. En la tabla 2, se puede
apreciar que hay 86 sueros positivos y 50 sueros negativos, de los cuales 81 sueros son
verdaderos positivos, 47 sueros son verdaderos negativos, 5 falsos positivos y 3 falsos
negativos. La evaluacion del péptido B por ELISA indirecta, se realizé utilizando sueros de
animales de unidades de produccidn de distintas zonas tropicales y subtropicales de México.
De la misma manera, en la tabla 3, se muestra la cantidad de sueros utilizados de las unidades
de produccion, asi como el resultado positivo y negativo de cada uno. En la tabla 3 se puede
apreciar la obtencion de 69 sueros positivos y 67 sueros negativos, de entre los cuales 63 son
sueros verdaderos positivos, 46 sueros fueron verdaderos negativos, 6 sueros fueron falsos
positivos y 21 falsos negativos. Laevaluacion del péptido C por ELISA indirecta, se realizé
utilizando sueros de animales de unidades de produccion de distintas zonas tropicales y
subtropicales de México. Como se puede apreciar en la tabla 3, se obtuvieron En la tabla 4,
se muestra la cantidad de sueros utilizados de las unidades de produccién, asi como el
resultado positivo y.negativo de cada uno de los sueros. Como se puede apreciar, en la tabla
4, se obtuvieron 85 sueros positivos y 51 sueros negativos, de los cuales 80 sueros fueron
verdaderos positivos, 47 sueros verdaderos negativos, 5 sueros falsos positivos y 4 sueros
falsos negativos. La evaluacion del péptido D por el método de ELISA indirecta, se realiz6
utilizando sueros de animales de unidades de produccién de distintas zonas tropicales y
subtropicales de México. A su vez, en la tabla 5, se muestra la cantidad de sueros utilizados
de las unidades de produccion, asi como el resultado positivo y negativo de cada uno de los
sueros. De la misma manera, en la tabla 5 se puede apreciar que se obtuvieron 89 sueros
positivos y 47 sueros negativos, de los cuales, 84 fueron sueros verdaderos positivos, 47
sueros verdaderos negativos, 5 sueros falsos positivos y no se obtuvo ningun suero falso
negativo.

En la tabla 6, se muestra la tabla de contingencia de 2x2 en donde se encuentran los valores
de los sueros positivos y negativos, los falsos positivos y falsos negativos, sensibilidad,
especificidad, concordancia, asi como el valor predictivo positivo y el valor predictivo
negativo.

A su vez, en la tabla 6, se observa que el porcentaje de sensibilidad fue de 94.30% para el
péptido A, 91.30% para el péptido B, 94.10% para el péptido C y 94.40% para el péptido D.
A su vez, se observa que los valores de especificidad fueron de 94.00% para el péptido A,
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68.70% para el péptido B, 92.20% para el péptido C y 100.00% para el péptido D. También
se observa que las concordancias obtenidas fueron de 94.10% para el péptido A, 80.10% para
el péptido B, 93.40% para el péptido C y 96.30% para el péptido D. De la misma, se muestran
los valores predictivos positivos, teniendo un resultado de 96.40% para el péptido A, 75%
para el péptido B, 95.20% para el péptido C y 100.00% para el péptido D; y se observan los
valores predictivos negativos, obteniendo un 90.4% para el péptido A, un 88.50% para el
péptido B, un 90.40% para el péptido C y un 90.40% para el péptido D.

Tabla 1. Resultados de sueros con el método de Inmunofluorescencia indirecta. Los
sueros positivos pertenecen a unidades de produccion en los estados de Aguascalientes,
Querétaro, Sinaloa y Veracruz, mientras que los sueros negativos pertenecen a
unidades de produccion de Querétaro y Durango.

Positivos IFI Negativos IFI
n=136 84 52

Tabla 2. Evaluacién de sueros de campo por ELISA indirecta con péptido A de SBP4
de B. bigemina. Se muestran los nombres de las unidades de produccion de donde
proceden los sueros evaluados y el estado al que pertenecen, los sueros positivos y
negativos por rancho, asi como el total de los sueros evaluados.

Péptido A
Estado Rancho Positivo  Negativo Total

Aguascalientes Villa Guadalupe 9 1 10
Las Palomas 24 0 24

Granja Maria | 4 0 4

Querétaro Granja Araceli 1 0 1

Sinaloa El Torito 7 0 7
El Moral 10 0 10

Herradura 1 0 1

El Baron 2 0 2

Veracruz La Esperanza 2 0 2

San Faudila 2 2 4

Las Torres 1 0 1

Irineo Murillo 2 0 2

Playa Vicente 2 0 2

El Arbolito 2 0 2

Manuel Antonio 1 0 1

Buenos Aires 2 0 2

El Orijuelo 9 0 9

Querétaro Amazcala 0 7 7
Los Moreno 3 7 10

Durango Arroyo Seco 2 33 35
TOTAL 86 50 136
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Tabla 3. Evaluacién de sueros de campo por ELISA indirecta con péptido B de SBP4
de B. bigemina. Se muestran los nombres de las unidades de produccion de donde
proceden los sueros evaluados y el estado al que pertenecen, los sueros positivos y
negativos por rancho, asi como el total de los sueros evaluados.

Péptido B
Estado Rancho Positivo  Negativo Total

Aguascalientes Villa Guadalupe 7 3 10
Las Palomas 15 9 24

Granja Maria | 2 2 4

Querétaro Granja Araceli 1 0 1

Sinaloa El Torito 6 1 7
El Moral 8 2 10

Herradura 1 0 1

El Baron 1 1 2

Veracruz La Esperanza 2 0 2
San Faudila 4 0 4

Las Torres 1 0 1

Irineo Murillo 2 0 2

Playa Vicente 1 1 2

El Arbolito 1 1 2

Manuel Antonio 1 0 1

Buenos Aires 1 1 2

El Orijuelo 9 0 9

Querétaro Amazcala 1 6 7
Los Moreno 4 6 10

Durango Arroyo Seco 1 34 35
TOTAL 69 67 136
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Tabla 4. Evaluacion de sueros de campo por ELISA indirecta con péptido C de SBP4
de B. bigemina. Se muestran los nombres de las unidades de produccion de donde
proceden los sueros evaluados y el estado al que pertenecen, los sueros positivos y
negativos por rancho, asi como el total de los sueros evaluados.

Péptido C
Estado Rancho Positivo  Negativo Total

Aguascalientes Villa Guadalupe 10 0 10
Las Palomas 22 2 24

Granja Maria | 3 1 4

Querétaro Granja Araceli 1 0 1

Sinaloa El Torito 7 0 7
El Moral 10 0 10

Herradura 1 0 1

El Baron 2 0 2

Veracruz La Esperanza 2 0 2

San Faudila 4 0 4

Las Torres 1 0 1

Irineo Murillo 2 0 2

Playa Vicente 2 0 2

El Arbolito 2 0 2

Manuel Antonio 1 0 1

Buenos Aires 2 0 2

El Orijuelo 8 1 9

Querétaro Amazcala 0 7 7
Los Moreno 3 7 10

Durango Arroyo Seco 2 33 35
TOTAL 85 51 136
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Tabla 5. Evaluacion de sueros de campo por ELISA indirecta con péptido D de SBP4
de B. bigemina. Se muestran los nombres de las unidades de produccion de donde
proceden los sueros evaluados y el estado al que pertenecen, los sueros positivos y
negativos por rancho, asi como el total de los sueros evaluados.

Péptido D
Estado Rancho Positivo  Negativo Total

Aguascalientes Villa Guadalupe 10 0 10
Las Palomas 24 0 24

Granja Maria | 4 0 4

Querétaro Granja Araceli 1 0 1

Sinaloa El Torito 7 0 7
El Moral 10 0 10

Herradura 1 0 1

El Baron 2 0 2

Veracruz La Esperanza 2 0 2

San Faudila 4 0 4

Las Torres 1 0 1

Irineo Murillo 2 0 2

Playa Vicente 2 0 2

El Arbolito 2 0 2

Manuel Antonio 1 0 1

Buenos Aires 2 0 2

El Orijuelo 9 0 9

Querétaro Amazcala 0 7 7
Los Moreno 3 7 10

Durango Arroyo Seco 2 33 35
TOTAL 89 47 136

Tabla 6. Parametros a evaluar en la tabla de concordancia. Se muestran las formulas
de los parametros que se evaluaron los resultados para cada péptido.

Parametro Formula
Sensibilidad a/(a+c)*100
Especificidad d/(b+d)*100
Concordancia (a+d)/(a+b+c+d)*100

Valor predictivo positivo a/(a+b)*100
Valor predictivo negativo d/(c+d)*100
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Tabla 7. Valores de concordancia de 2x2 y contingencia de ELISA indirecta basada en
péptidos comparada con IFI. Se muestran los sueros verdaderos positivos, 10s sueros
falsos positivos, los sueros verdaderos negativos, los sueros falsos negativos, asi como
los valores de sensibilidad, especificidad, concordancia, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, y el total de los sueros utilizados.

Parametro Péptido A Péptido B Péptido C Péptido D
Total positivos 81 63 80 84
Falsos positivos 5 6 5 5
Falsos negativos 3 21 4 0
Total negativos 47 46 47 47
% Sensibilidad 94.30 91.30 94.10 94.40
% Especificidad 94.00 68.70 92.20 100.00
% Concordancia 94.10 80.10 93.40 96.30
Valor predictivo 96.40 75 95.20 100.00
positivo
Valor predictivo 90.4 88.5 90.40 90.40
negativo
Total 136 136 136 136

Los resultados de la IFI que se utilizaron para las tablas de contingencia presentes en este
trabajo, arrojaron 84 sueros positivos y 52 sueros negativos: En comparacion con la prueba
de oro para la babesiosis bovina, en los analisis de ELISA indirecta realizados, se obtuvieron
81 sueros fueron positivos y 47 sueros negativos con el péptido A (Tabla 2), 63 sueros
positivos y 46 sueros negativos con el péptido B (Tabla 3), 80 sueros positivos y 47 sueros
negativos con el péptido C (Tabla 4), y 84 sueros positivos y 47 sueros negativos con el
péptido D (Tabla 5).

V1. DISCUSION

Actualmente, la babesiosis bovina es una de las enfermedades méas importantes en el mundo
debido a las fuertes pérdidas econdémicas que genera. Babesia bigemina y Babesia bovis son
las principales especies que afectan el ganado en México.

La Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE), sugiere el uso de la técnica de ELISA
indirecta para el diagnostico de la babesiosis bovina, basado principalmente en antigenos
crudos propios del merozoito. Hoy en dia, se ha demostrado que una opcion para el
diagnostico de esta enfermedad es el uso de péptidos de los mismos antigenos, pudiendo asi,
lograr-un mejor diagnostico.

Chung et al, 2017 menciona que, hasta ahora, no hay ELISAs o algin otro método que haya
sido validado para la deteccion de la enfermedad en los diferentes estadios de la infeccion de
diferentes areas geograficas. Las ELISAs en donde se utiliza todo el antigeno del protozoario
da como resultado una especificidad reducida debido a la reaccion cruzada con otras especies
propias de Babesia e incluso con otros géneros. En contraste, menciona que si se utilizan
subunidades o péptidos de la proteina antigénica tienden a tener el problema opuesto, en
donde disminuye la sensibilidad de la prueba debido a la variacion antigenica entre las
mismas cepas de B. bovis. Por otro lado, Terkawii et al, 2011, menciona que las proteinas
recombinantes derivadas de los protozoarios resultan una alternativa efectiva, permitiendo
una mejor estandarizacion de la prueba de ELISA con una sensibilidad y especificidad
elevada. En este trabajo, se llevo a cabo el método de ELISA indirecta para cada péptido.
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En un estudio realizado por Chung et al, 2017, se realizo la prueba de ELISA para la proteina
SBP4 en Babesia bovis, teniendo como resultado una especificidad del 86.2% y una
sensibilidad del 84.5% (no reporta concordancia), en comparacién con la prueba de oro.
Terkawi et al, 2010 reporta en un estudio realizado con la misma proteina, una sensibilidad
y especificidad del 96.01% y 96. 43%, asi como una concordancia de 85.3% En contraste
con este trabajo, Unicamente se utilizaron péptidos de la proteina SBP4 (A, B, C y D),
teniendo una sensibilidad y una especificidad aiun mayor en los péptidos A, C y D (94%-
94.2%, 94.1%-92.2% y 94.4%-100%, respectivamente), porcentajes mayores a lo reportado
por Chung et al, 2017, por lo que, al utilizar fragmentos de la proteina, es posible obtener un
porcentaje mayor de especificidad y sensibilidad (Tabla 7).

Con relacion a la concordancia del 85.3% que reporta Terkawi et al, 2010, con los péptidos
A, B, C y D, se obtuvo una concordancia de 94.1%, 80.1%, 93.4% y 96.3% (Tabla 7),
respectivamente, teniendo una concordancia mayor en el péptido A, C y D.

Santamaria et al, 2020, realiz6 un estudio de ELISA indirecta, en el cual utiliz una proteina
recombinante de RAP-1, obteniendo una sensibilidad y una especificidad de 89.9%y 86.5%,
respectivamente. Complementando este trabajo, Figueroa et al, 1990, McElwain et al, 1987,
y McElwain et al, 1991, mencionan que la proteina asociada a roptrias (RAP-1) es un
antigeno inmunodominante y altamente conservado del protozoario de diferentes zonas
geogréficas. Mosqueda et al, 2019 demostré la presencia de la proteina del cuello de la roptria
2 (RON2) en B. bigemina por medio de dos péptidos altamente conservados (A y B) de
RONZ2, en donde, por medio de ELISA indirecta logré un 98.26% y 99.13% de
reconocimiento de los péptidos A y B, respectivamente en animales infectados por B.
bigemina. De igual manera, Hidalgo et al, 2018, realiz6 un estudio con RON2 utilizando
cuatro péptidos diferentes (péptido 1, péptido 2, péptido 3 y péptido 4) conservados en una
cepa virulenta de B. bovis, de los cuales, Unicamente 2 péptidos (péptido 2 y péptido 3)
demostraron un reconocimiento de 83.3% y 87.7%, respectivamente. Adicionalmente,
Josimar et al, 2018 describe la proteina micronemal 1 (MIC-1) en B. bigemina. De la misma
manera, realizando el método de ELISA indirecta y utilizando dos péptidos de la proteina
MIC-1 (Ay B), obtuvo un 97.4% y 83%, respectivamente, de reconocimiento de los péptidos
utilizados. En contraste con este trabajo, y considerando los resultados obtenidos, la proteina
SBP4 podria ser un candidato para realizar el diagndstico de la babesiosis bovina causada
por B. bigemina.

Hasta la fecha, solo existen reportes sobre la expresion de la proteina SBP4 en B. bovis, y a
su vez, utilizando Unicamente proteinas recombinantes. Sin embargo, en este trabajo se
reporta un comportamiento similar a la expresién de la proteina SBP4 con B. bigemina. Con
relacion en los resultados obtenidos en este trabajo de cada péptido, el péptido D logré ser el
mas conservado, alcanzando una sensibilidad del 94% una especificidad del 100% (Tabla 7),
seguido del péptido C con una sensibilidad y especificidad 94.1% y 92.2% (Tabla 7)
respectivamente, mientras que el péptido A, obtuvo una sensibilidad y especificidad de
94.2% y 94%, respectivamente (Tabla 7). En el caso del péptido B, se obtuvo una sensibilidad
del 91.3% y 68.6%, siendo este el menos conservado en las cepas analizadas (Tabla 7).

Es posible que el hecho de que la sensibilidad y especificidad de cada péptido sea variable,
es debido a la variacion antigénica de las cepas de B. bigemina. Curnow, 1973, por medio de
aglutinacion de eritrocitos infectados de B. bigemina, demostr6 que el protozoario es capaz
de cambiar frecuentemente los antigenos superficiales, tal como fue reportado de manera
similar en un estudio realizado por Roberts et al, 1975 con Babesia rodhaini (Babesia
microti) en caballos.
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VIl. CONCLUSIONES

En resumen, la proteina de los cuerpos esféricos 4 (SBP4) es una proteina involucrada en el
desarrollo intraeritrocitico de B. bigemina.

Los péptidos A, Cy D poseen epitopos B conservados, que son reconocidos por anticuerpos
de animales infectados de manera natural, siendo posibles candidatos para el diagnostico de
la babesiosis bovina provocada por B. bigemina.

La informacion recolectada en este trabajo, sefiala la importancia de la proteina SBP4 como
un candidato vacunal para la prevencion de la babesiosis bovina.
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XI. APENDICES

9.1 Reactivos

e Agua destilada. Marca Ecopura.
e Acido sulfarico (H2SO.) 1 I. Marca J. T. Baker. Nimero de catalogo 9681-02.

e Anticuerpo Anti-IgG de bovino hecho en cabra acoplado a peroxidasa. Marca Jackson
Immuno Research. Nimero de catadlogo 101-035-003.

e Bicarbonato de sodio (NaHCOg). Polvo. Marca J.T. Baker. Numero de catalogo
3506-01.

e Carbonato de sodio monohidratado (Na2CO3*H:0), cristal. Marca J. T. Baker.
NUmero de catdlogo 3598-01.

o Citrato de sodio dihidratado (NasCsHsO7), granular 500g. Marca J. T. Baker.
Numero de catalogo 3646-01.

e Cloruro de potasio (KCI). Marca Research Organics. Numero de catalogo 0714P.

e Cloruro de sodio (NaCl), cristal. Marca J. T. Baker. Nimero de catalogo 3624-05.

e Fosfato de potasio monobasico (KH2POs). Marca Research Organics. Nimero de
catadlogo 0712P.

e Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4). Marca Jalmek. Nimero de catélogo
7558-79-4.

e Orto-fenilendiamina (OPD). Marca Sigma. Nimero de catilogo P23938.

e Peroxido de hidrogeno (H202) 30%. Marca J. T. Baker. Numero de catalogo 7722-
84-1.

e Polioxietileno-20 (Tween-20). Marca Biotech. Numero de catdlogo 9005-64-5.

9.2 Material.

e Micropipeta 0.5-2 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. Nimero de catalogo
CVv1io.

e Micropipeta 100-1000 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. NUmero de catalogo
CV1000.

e Micropipeta 20-200 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. Nimero de catalogo
CV200.

e Micropipeta 2-20 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. Nimero de catalogo
CVv20.

e Micropipeta de 8 canales Finnpipette F1 volumen 10-100 pl. Marca Thermo
Scientific. NUmero de catalogo 46S1020.
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e Micropipeta de 8 canales Finnpipette F1 volumen 30-300 pl. Marca Thermo
Scientific. Numero de catalogo 4661030.

e Microplaca de 96 pozos sin afinidad de union. Marca Greiner. NUmero de catalogo
89131-676.

9.3 Equipo.

e Balanza analitica 0.1 mg- 220 g AX224. Marca Sartorius Mecatronics. Serio M-
Pact.

e Incubadora CO2cell 50 standard. Marca Grupo MMM. NUmero de serie LS 13049.

e Lector de microplacas iMark. Marca Bio-Rad. Numero de serie 13600.

9.4 Soluciones.
e Amortiguador de carbonatos pH 9.6 0.1M
- Carbonato de sodio (Na,COs3)

- Bicarbonato de sodio (NaHCOs3)
- Agua destilada

e Amortiguador salino de fosfatos (PBS) Tween-20 pH 7.4

- Cloruro de sodio (NaCl)

-Cloruro de potasio (KCI)

- Fosfato de sodio dibasico.anhidro (NazHPOa)
- Fosfato de potasio monabasico (KH2PO.)

- Agua destilada

- Tween 20

e Anticuerpo secundario ELISA 1:2500

- Anticuerpo de cabra acoplado a peroxidasa anti 1gG de bovino
-PBS-T 20 0.05%

e Solucidn de revelado
- Acido citrico (C¢H50>)
- Citrato de sodio (NasCsHsO7)
- Orto-fenilendiamina (OPD)

e Solucion de paro

- Peréxido de hidrégeno (H20-2) 2N
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