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RESUMEN
La babesiosis bovina es una enfermedad parasitaria del ganado bovino transmitida por garrapatas

y causada por protozoarios del género Babesia. Esta enfermedad causa pérdidas econdémicas
significativas al afectar a mas del 65% del ganado bovino en México. Actualmente existen diversas
técnicas desarrolladas para el diagndstico de diferentes enfermedades, tanto de importancia médica
como veterinaria. Una buena técnica de diagndstico debe ser altamente especifica y sensible para
la obtenciébn de resultados lo suficientemente certeros para discernir entre un individuo
verdaderamente enfermo y un individuo verdaderamente sano. Muchas de las técnicas de
diagndstico para la babesiosis presentan diferentes desventajas tales como el uso de equipo
sofisticado y la necesidad de personal calificado para el empleo de la prueba. Asi como también
dependen del nivel de parasitemia presentado en el bovino. En los Ultimos afios se han desarrollado
técnicas cada vez mas eficientes para la deteccion de agentes infecciosos, tal es el caso de las
técnicas de amplificacién isotérmicas. Estas pruebas tienen la ventaja de que por su disefio y
dindmica pueden realizar una deteccion del gen blanco en poco tiempo, a temperatura constante y
con equipo poco sofisticado. La técnica de LAMP es una prueba isotérmica que depende de un buen
andlisis bioinformatico para el disefio de sus cebadores y asi aumentar la especificidad de la
reaccion y ofrece un diagnostico sensible. El objetivo del presente trabajo fue el desarrollar y
estandarizar la técnica de LAMP para la deteccion de Babesia bovis. La metodologia empleada
incluyé: 1) el disefio de cebadores; 2) la estandarizacion de las condiciones de amplificacién y, 3) la
evaluacion de la sensibilidad y especificidad analitica de la prueba. Los resultados mostraron que, a
64°C en una hora, la técnica amplifica ADN de B. bovis logrando la obtencién de concatameros
caracteristicos de la prueba visualizados en un gel de agarosa. La evaluacion de la sensibilidad
indicé que se logra amplificar ADN en una dilucién de 1x10%° y se demostr6 que esta técnica
amplifica ADN de B. bovis de manera especifica. La técnica es una alternativa rapida y econémica

para el diagnostico de la enfermedad causada por B. bovis.
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INTRODUCCION
En las udltimas dos décadas se han desarrollado diferentes técnicas de amplificacion usando

diferentes mecanismos alternativos a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), técnicas que
por su alta eficiencia son aplicables al diagnostico de diferentes enfermedades infecciosas, tanto de
importancia médica como veterinaria. La amplificacién isotermica de &cidos nucleicos es un simple
proceso en el cual se acumulan secuencias de acidos nucleicos rapida y eficazmente a una
temperatura constante. Estas mismas técnicas han sido mejoradas para detectar un amplio espectro
de blancos moleculares tales como ADN, ARN, proteinas, células, iones y moléculas pequefas.
Muchas de estas técnicas estan basadas en la replicacién del ADN, tales como la amplificacién
exponencial por medio del desplazamiento de cadena (SDA por sus siglas en inglés) y la
amplificaciébn por medio del circulo rodante hiperramificado (HRCA). La técnica molecular de
amplificacién isotérmica basada en horquillas (LAMP) fue desarrollada en el afio 2009 por Notomi
y colaboradores y es una reaccién basada en la técnica SDA debido a que emplea la enzima Bst
polimerasa que realiza esa actividad. Esta prueba presenta una alta especificidad, simplifica el
sistema de amplificacién, tarda una hora en realizarse, es una reaccion de un solo paso, que no
requiere de equipos especiales y los resultados pueden ser observados con diferentes técnicas de

visualizacion.

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por protozoarios intraeritrociticos del género
Babesia y es transmitida por garrapatas Rhipicephalus spp. Esta enfermedad puede encontrarse
con diversas sinonimias tales como; fiebre de texas, piroplasmosis, aguas rojas, ranilla o tristeza.
Se caracteriza por ocasionar alta morbilidad y mortalidad a nivel mundial. La importancia que tiene
la babesiosis para la ganaderia mexicana radica en que ocasiona pérdidas econémicas serias ya
gue se disminuye la produccion de carne y leche, existe pérdida de peso en los animales enfermos
y se producen abortos en las hembras gestantes; asi como produce una baja econdmica debido a
los gastos invertidos para el uso de los medicamentos utilizados en el tratamiento del animal y la
atencién médica. De las especies de Babesia que afectan a los bovinos, B. bovis y B. bigemina son
las especies con mayor prevalencia en Latinoamérica siendo Babesia bovis la especie de Babesia
mas patdgena, ocasionando cuadros clinicos severos asociados con signos neurolégicos hasta la
muerte si no se diagnostica oportunamente. Es por esto que se necesitan de nuevas estrategias de
diagnostico rapidas que brinden una deteccion temprana y especifica del parasito para controlar la
enfermedad de la mejor manera. El objetivo de este trabajo fue desarrollar y estandarizar la técnica

de LAMP para la deteccion de Babesia bovis. En esta investigacion se desarrollaron los

8



CAENCy,
@

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Ciencias Naturales

oligonucleétidos especie especificos mediante un analisis bioinforméatico minucioso, ademas se
realizé la estandarizacion de las condiciones de amplificacion y se evalué la sensibilidad de la misma
comparandola con la técnica de PCR anidado, misma técnica que se usa actualmente en los

laboratorios para detectar al parasito en animales infectados.

ANTECEDENTES
Babesiosis bovina

La babesiosis bovina es la enfermedad de transmisién por vectores mas importante en el dmbito
econdmico de las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Bock y col., 2004). Es caracterizada
por infectar los eritrocitos de los animales, provocando diversas patologias y tiene un alto impacto
en la industria ganadera ya que se afectan principalmente la produccion de carne, leche y piel (Pérez
De Lebny col., 2010) .

Se define como una enfermedad trasmitida por garrapatas causada por parasitos protozoarios
apicomplexos del género Babesia (Schnittger y col., 2012). Babesia es considerado el segundo
patdgeno mas comuin que se encuentra en la sangre de los mamiferos después de Tripanososma
y se estima que aproximadamente el 80% de los bovinos en el mundo estan en potencial riesgo de
contraer la enfermedad (Benavides y col., 2007; Ghosh y Bansal, 2007). Los agentes etiologicos de
esta enfermedad son Babesia bovis y B. bigemina y el grado de patogenicidad de la enfermedad
depende de la especie y de la cepa infectante (Wagner y col., 2002). La enfermedad clinica causada
por B. bigemina es caracterizada por fiebre, hemaglobinuria, y anemia aguda. En contraste una
infeccién causada por B. bovis es mas severa y fatal, ya que ademas de ocasionar una fiebre alta 'y
hemaglobinura también se ocasiona signos neuroldgicos, tales como incoordinacion, salivacién

anormal, bruxismo y letargia (Bock y col., 2004).

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en el afio de 1888 por Viktor Babes en Rumania. El
detecté formas casi redondas dentro de un eritrocito perteneciente a la sangre de un bovino
infectado, llamando al patégeno por primera vez como Hematococeus bovis (actualmente Babesia
bovis) (Babes, 1888). Sin embargo, Babes no reporté presencia alguna de garrapatas en el ganado
enfermo o algun indicio de su propagaciéon. En 1893, Smith y Kilborne demostraron con su trabajo
que las responsables de transmitir la enfermedad eran las garrapatas del género Rhipicephalus
(antes Boophilus) (Smith y col., 1893) y de que esta enfermedad se trataba de una fiebre causada
por garrapatas que afectaba al ganado. También descubrieron una nueva especie de Babesia que
en su tiempo llamaron Pyrosoma bigeminum ( actualmente conocida como B. bigemina) (Mosqueda

9
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y col., 2012; Schnittger y col., 2012). Después de todas estas investigaciones la enfermedad fue
descrita en otras paises, tal es el caso de la confirmacién de la enfermedad en Australia por el Doctor
Sidney Hunt. En Argentina en 1903 también se registran casos de dos formas de babesiosis. En
esta investigacion confirmaron que los patégenos se trataban de B. bigemina y B. argentina (B.
bovis) (Angus, 1996). Esta enfermedad es considerada una de las enfermedades méas importantes
en la industria del ganado a nivel mundial, debido a que causa una significativa tasa de morbilidad y

mortalidad en bovinos infectados (Ghosh y Bansal, 2007).

Generalidades del género Babesia

Babesia spp es un hemoprotozoario apicomplexo transmitido por garrapatas que infecta y causa
enfermedades en varios hospederos incluyendo ganado, caballos, perros, aves, murciélagos y
humanos (Schnittger y col., 2012). El parasito esta especificamente adaptado a su vector y es
reconocido como el primer agente protozoario transmitido por un vector artropodo. El género de
Babesia pertenece al orden Piroplasmida dentro del phylum Apicomplexa. Este phylum se
caracteriza por la presencia de un complejo apical y un citoesqueleto Unico distinto de otros
eucariontes. Desde el descubrimiento del género al final del siglo XIX muchas especies diferentes
asociadas con varios animales domésticos y salvajes han sido descritas. Actualmente la clasificacion

taxondémica de Babesia es la siguiente:
Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Subclase: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia
(Levine y col., 1980)

El phylum Apicomplexa se denomina de esa manera porque los miembros de éste grupo taxonémico

poseen una terminacion apical especializada que se requiere para la motilidad entre las células del

10
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huésped (Gubbels y Duraisingh, 2012). Es el Gnico grupo taxonémico que contiene miembros
enteramente parasitos y se reconoce que esta estrechamente relacionado con los dinoflagelados y
ciliados debido a que ambos presentan una membrana interna compleja (IMC) o un sistema de
membrana alveolar formando un grupo taxonémico conocido como el Alveolata (Keeling y col., 2005)
(Morrison, 2009). Este phylum forma un grupo diverso de protistas unicelulares con una amplia
distribucion ambiental, dentro de el se encuentran cuatro grupos definidos: coccidios, gregarinos,
hemosporideos y piroplasmas. Todos estos son parasitos intracelulares obligados y poseen estados
invasivos motiles los cuales estan caracterizados por la presencia de un complejo apical Unico.
Actualmente se reconocen a 300 géneros de apicomplexos y al menos 60 familias. Las dos familias
mas importantes dentro del phylum son la Babesiidae y la Theileriidae las cuales son trasmitidas por
garrapatas y parasitan mayormente a mamiferos. Los dos géneros Theileria y Babesia contienen
miembros que causan enfermedades severas en animales domésticos (Allsopp y col., 1994).

Se cree que los parasitos apicomplexos evolucionaron de un organismo de vida libre fotosintético a
un parasito intracelular obligado ya que muchos de ellos poseen remanentes de un plastido de origen
algal, el apicoplasto que heredaron de un ancestro comun, el cual se cree que se derivd por un
evento secundario endosimbidtico (Ficheray Roos, 1997). Los estudios de Wegener y colaboradores
elaborados en el afio del 2011 ubican el origen de los apicomplexos alrededor de los 1100 millones

de afios atras (Wegener y col., 2011).

En el 2003 Criado-Fornelio y colaboradores dividieron a los piroplasmas en cinco grupos que
evolucionaron de un mismo ancestro en comun: 1) ElI primer grupo lleva por nombre
Archaepiroplasmidos en el cual se incluyen a B. microti, B. rodhaini, B. felis, B. leo y Theileria annae
; 2) El segundo grupo se llama Prototheileridos que incluye Theilerias del oeste de E.E.U.U; 3) El
tercer grupo se conforma por los Theileridos y se incluyen las especies de Theileria que infectan a
los bovinos; 4) El cuarto grupo lleva por nombre Babesidos y este se encuentra compuesto de
algunas especies de Babesia incluidos B. canis y B. gibsoni junto con B. divergens y B. odocoilei;
5) El quinto grupo se forma principalmente por especies de Babesia que infectan a los ungulados,
su nombre taxonémico es Ungulibabesidos, dentro de estos se incluyen a B. caballi, B. bigemina, B.

ovis, B. bovis y Babesia spp del ganado. (Figura 1) (Criado-Fornelio y col., 2003).

En el 2001 Penzhorn y colaboradores especularon que el origen de los piroplasmas se remontaba
hasta Africa con la primera aparicion de la garrapata en el periodo Mesozoico (Penzhorn y col.,
2001).

11
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B. rodhaini 1
Babesia sp (Caracal 2)

B. felis
Babesia sp (Caracal 1)

P falciparum

.1

0
Figura 1. Filogenia de los piroplasmas. Tomada de Criado-Fornelio y col., 2003.

La subclase piroplasmida recibié su nombre debido a la forma de pera que se presenta en el estadio
de multiplicacién del parasito una vez dentro de la sangre del huésped vertebrado. El género se
definié por medio de los sitios de multiplicacion en el huésped vertebrado y la forma de transmision
dentro de la garrapata. Antes de las aplicaciones de las metodologias moleculares no menos de 11
especies validas de Babesia y Theileria fueron descritas y hasta ahora la clasificacion taxonémica
de los piroplasmas han sido basadas casi enteramente en caracteristicas morfol6gicas y biolégicas.
La descripcion y la clasificacion de Babesia spp fueron inicialmente basados en sus caracteristicas

morfologicas, tales como el patrén de ensamblaje del merozoito dentro del eritrocito y su ciclo
12
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biolégico. Esto permitié la diferenciacion de Babesia de otros organismos similares como Theileria
(Criado- Fornelio y col., 2003; Bock y col., 2004).

Las caracteristicas fenotipicas que se afiaden a la identificacion y diferenciacion de especies
durante inspeccidén microscépica que estan mejor validados respecto a taxonomia son el tamafio de
los piroplasmas y el nimero de células hijas que se han formado por la division del merozoito. Una
caracteristica fenotipica importante que se ha usado para diferenciar a Babesia sensu strictu de
Theileria ha sido la forma de transmisién y la existencia o ausencia de esquizontes. Babesia sensu
stricto carece de esquizogonia pero puede transmitirse transovaricamente tal es el caso de B.
bigemina, B. bovis y B. divergens. Existe un tercer grupo de Babesia al cual se le llama Babesia
sensu latu, el cual es de origen antiguo y comprende a todos los piroplasmas que no pudieron
clasificarse en el grupo de Babesia s.s 0 en grupos de Theileria. Este grupo muestra transmision

trans-estadio (Hunfeld y col., 2008 ; Schnittger y col., 2012; Florin-Christensen y col., 2014)

Los piroplasmas pueden clasificarse en dos grupos importantes por medio de su diametro: Theileria
y las babesias pequefias que van de un tamafio de < 2.5 -5 umy las babesias grandes que van de
un tamafo de > 1 — 2.5 p. Sin embargo, la identificacion de las especies puede verse obstaculizada
debido al pleoformismo presentado. Un pleomorfismo se considera como cambios en el desarrollo
de la forma y talla cuando el parasito se encuentra infectando diferentes huéspedes. (Lahay col.,
2015; Muraleedharan, 2015).

Babesia bovis

De los hemoparasitos que infectan animales, Babesia bovis resulta el mas importante debido a su
alta patogénesis en el hospedero ya que describe una alta capacidad de desarrollar con mayor
frecuencia un cuadro infectivo fatal y severo. Esto se ve reflejado en pérdidas econdmicas
importantes en donde se pueden estimar costos globales de aproximadamente de 18.7 billones de
dolares al afio. Por ejemplo, en México el costo estimado por la infestacion del vector (R. microplus)
es de 573.61 millones de délares anuales (Rodriguez-Vivas y col., 2017), sin considerar los costos
por las enfermedades que transmiten y en donde se ven afectadas las familias méas pobres debido
a los métodos actuales de control del vector. Finalmente estas pérdidas econdmicas van en
incremento debido a la alta mortalidad del ganado, presencia de abortos, bajas en la produccion de
leche y en la calidad de la carne, medidas de control y perdidas en el potencial de produccion y

restricciones en la exportacion de ganado (Schnittger y col., 2012).
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Biologia de Babesia bovis.

La forma que puede llegar a adquirir el parasito es variable segun el estadio de desarrollo dentro del
eritrocito. Posee una forma tipica de corpusculo Unico o en pares, con forma ovalada. Babesia bovis
es considerada una especie de Babesia pequefia, con medidas aproximadas de 1.8 x 1.2 um.
Frecuentemente se encuentra en una forma Unica o de anillo con una vacuola central y el ntcleo en
uno de los polos. Cuando se encuentran dos parasitos infectando el mismo eritrocito éstos
frecuentemente se observan unidos formando un angulo obtuso. Dentro de los organulos que
conforman la biologia de Babesia se encuentran; la vacuola parasitofora, que es una vacuola
formada por la invaginacion del plasma de la membrana de la célula huésped durante la invasion;
los cuerpos esféricos, que liberan proteinas en la célula del huésped, aunque la funcién de dichas
proteinas siguen sin ser claras; y el complejo apical (Gohil y col., 2010). Este complejo se encuentra
conformado por las roptrias, las cuales juegan un papel indispensable en la formacion de la vacuola
parasitofora por medio de membranas lamelares y tienen un tamafo mayor al de los micronemas
con una forma de pera con un final unido al final apical del parasito. Y por ultimo se encuentran los
micronemas que son los organanelos secretores mas pequefios. (Figura 2) (Blackman y Bannister,
2001)

Todos los organulos se encuentran dispuestos en el final anterior del parasito y secretan diferentes
proteinas que ayudaran posteriormente a que el parasito se pueda unir al eritrocito (Tomley &
Soldati, 2001). Se cree que principalmente las proteinas secretadas por las roptrias y los
micronemas juegan un rol central en los eventos de invasion de los eritrocitos y que son Unicas los

parasitos apicomplexos (Gubbels y Duraisingh, 2012).

Los contenidos de las roptrias se liberan siguiendo la liberacion de las proteinas del micronema,
siempre acompafiadas con la interaccion cercana entre el parasito y las membranas de la célula del
huésped. Las roptrias se conforman por el cuello y los bulbos, esos son dos compartimentos que
salvaguardan diferentes proteinas secretoras, las cuales son liberadas en diferente tiempo. Las
proteinas del cuello de las roptrias (RON) que se encuentran en el cuello son de vital importancia
para la estrecha union entre el parasito y la célula del huésped. Las proteinas RON son secretadas
antes que las proteinas de los bulbos las cuales modifican la membrana vacuolar y la célula del
huésped. Estas proteinas solo se secretan después de que se liberan las proteinas de los
micronemas, aunque aun no se sabe qué via de sefalizacidon o qué desencadenantes son los que
dictan este orden (Gohil y col., 2010)
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Dentro de las moléculas que secretan los micronemas se identificaron dos. La primera es el
homologo del antigeno 1 de la membrana apical (BbAMA-1) y la segunda es la proteina homéloga
anonima relacionada con la trombospondina (BbTRAP). La proteina AMA-1 se secreta desde el
micronema hasta la superficie extracelular de los merozoitos y se cree que esta involucrada en el
acoplamiento e invasién de las eritrocitos del huésped. Mientras que la proteina TRAP esta
involucrada en el reconocimiento, posible acoplamiento e invasion de los eritrocitos (Gaffar y col.,
2004a; Gaffar y col., 2004b).

Los cuerpos esféricos son organulos analogos a los granulos densos de otros pardsitos
apicomplexos. Se encuentran subyacentes a las roptrias y los micronemas ( Hines y col., 1995; Ruef
y col., 2000). Estos resguardan a cuatro proteinas de los cuerpos esféricos (o0 por sus siglas en
inglés SBP) SBP1, SBP2, SBP3y SBP4. Estas proteinas son desplegadas de estos organulos una
vez que se produjo la invasion al eritrocito y después estas interactlan en la cara citoplasmatica del

eritrocito (Dowling y Perryman, 2014).

Genoma de B. bovis

El genoma de Babesia bovis mide 8.2 Mbp y consiste en un genoma nuclear que se conforma de
cuatro cromosomas principales, los cuales miden 2.63, 2.59, 1.73 y 1.25 Mbp en tamafio
respectivamente (Jones y col., 1997). Cada uno de estos cromosomas contienen regiones ricas en
A + T que se localizan el centrémero, ya que se compard con regiones similares supuestas del
centromero 3 de Plasmodium falciparum, el cual mide alrededor de 3 kbp en tamafio (Bowman y
col., 1999). Tres de estos cromosomas se consideran acrocéntricos mientras que el cuarto es
submetacentrico. El genoma de B. bovis contiene tres unidades de rRNA, dos en el cromosoma 3 y
uno en el cromosoma 4, también contiene 44 genes tRNA distribuidos a través de los cuatro
cromosomas. Dentro de toda esta informacion molecular alrededor de 3,671 genes de proteinas
nucleares son codificadas. El 61.5% de sus genes posee intrones. Aparte de todo esto el parasito
también resguarda dentro de su informacion dos genomas extracromosomales ricos en A + T, uno
contiene el genoma del apicoplasto que es circular y mide 33 kbp, y uno linear el cual pertenece al
genoma mitocondrial del parasito que mide alrededor de 6 kbp. El genoma del apicoplasto de B.
bovis mide aproximadamente 33 kbp y codifica 32 genes que codifican proteinas putativas, un set
completo de genes tRNA y una unidad grande y pequeiia del gen rRNA, el cual posee un porcentaje

altamente rico en A + T (cerca de un 78.2%) (Brayton y col., 2007).
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Figura 2. Morfologia de Babesia bovis dentro de un eritrocito. Tomado de Gohil y col.,

2010
Babesia bovis también contiene un genoma mitocondrial linear de 6 kbp, éste codifica tres genes de
proteinas putativas incluyendo la subunidad | y Il de la citocromo ¢ oxidasa y el citrocromo b. Las
subunidades Il de citocromo b y ¢ estan codificadas en la misma cadena, mientras que la subunidad
| del citocromo c est& codificada en la cadena opuesta. Adicional a estos tres genes el genoma
mitocondrial de B. bovis incluye al menos cinco secuencias de genes parciales de rRNA que van
de los tamafios de 34 a 301 bp. Todas estas cinco secuencias de rRNA son partes homaélogas de la
subunidad ribosomal larga del rRNA y son codificadas en ambas cadenas del genoma mitocondrial

conelrRNA 1y5enlamismacadenay el 2,3y 4 en la cadena opuesta (Brayton y col., 2007).

Ciclo de vida de B. bovis

Babesia spp exhibe un ciclo de vida indirecto y para que pueda darse y se transmita entre bovinos
siempre debe de presentarse una fase de reproduccion y multiplicaciéon en la garrapata. Este ciclo
es tipico de los Apicomplexa y es caracterizado por tres etapas principales, las cuales son
merogonia, gametogonia y esporogonia (Figura 3). La merogonia se define como la fase de
reproduccion asexual en donde se desarrolla la fision binaria dentro de los eritrocitos del hospedero
vertebrado. Durante la gametogonia se da la formacién y fusién de los gametos masculino y
femenino en el intestino de la garrapata y la esporogonia se lleva a cabo en las glandulas salivales

del hospedero invertebrado (Hunfeld y col., 2008; Suarez y Noh, 2011).
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El ciclo comienza cuando los esporozoitos de Babesia (la forma infectiva) entran en el huésped por
medio de la saliva de garrapatas infectadas que se alimentan previamente de la sangre del bovino
infectado (Yokoyama y col., 2006). Los esporozoitos invaden a los eritrocitos y se transforman en
trofozoitos que a su vez adquiriran una forma de anillo. Los trofozoitos se dividiran asexualmente
por fision binaria para generar dos merozoitos los cuales estardn unidos entre si generando un
angulo obtuso (Mosqueda y col., 2012). Actualmente no se saben los mecanismos especificos por
los cuales el esporozoito puede infectar al eritrocito, pero se saben que hay moléculas clave para
gue esto pueda suceder las cuales son: MSA-1, MSA-2 y RAP-1 las cuales se expresan en la
superficie del esporozoito. Una vez que los merozoitos maduran dentro del eritrocito, estos son
liberados de la célula y pueden invadir nuevos eritrocitos en donde se transformaran nuevamente
en trofozoitos que se dividen por fision binaria y tiene como objetivo principal la infeccion de
eritrocitos circulantes del torrente sanguineo de los bovinos susceptibles (Yokoyama y col., 2006;
Jalovecka y col., 2018).

Algunos de esos merozoitos generados podran ser ingeridos por garrapatas no infectadas que se
encuentren alimentandose de ese bovino. En el intestino medio de la garrapata se desarrolla la
gametogonia, y es donde los gametos sexuales masculino y femenino del protozoario son liberados
del eritrocito y se fusionan para formar un cigoto diploide. El cigoto se desarrolla en una fase infectiva
gue penetrara las células intestinales de la garrapata. Una vez dentro de las células intestinales se
genera un cuerpo de fisiéon que da lugar a quinetos motiles poliploides. Estos destruiran las células
intestinales escaparan a la hemolinfa y se distribuirdn a los diferentes tipos de células y tejidos
incluyendo los ovarios. En los ovarios de las garrapatas las células embrionarias se infectan por los
quinetos a lo que se denomina transmision transovarica. Una vez que la garrapata hembra se
termina de alimentar y se encuentra repleta de sangre, ésta se desprende del bovino y una vez en
el suelo ovipocita a los huevos infectados. Una vez que las larvas eclosionan, se suben al bovino
para alimentarse (Howell y col., 2007). Dentro de ellas los quinetos migran a las glandulas salivales
donde se forma el esporoblasto, del cual miles de esporozoitos se desarrollaran. Una vez que esta
larva de garrapata muerde al bovino esos esporozoitos se liberan con la saliva al sistema circulatorio

del animal (Homer y col., 2000; Mosqueda y col., 2012).
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Figura 3. Ciclo de vida de Babesia spp. Se presentan las tres etapas principales del ciclo de vida;
merogonia (flujo sanguineo del huésped), gametogonia (intestino medio de la garrapata) y

esporogonia (glandulas salivales de la garrapata). Tomada y modificada de Jalovecka y col., 2018
Transmision y proceso infectivo.

La transmisién de este parasito es un proceso complejo que esta formado por tres componentes
fundamentales: el protozoario, el vector y el hospedero. Usualmente B. bovis se transmite durante
el periodo de alimentacion de la larva de la garrapata, sin embargo, no persiste en una forma infectiva
mas alla del estadio de larva. Las garrapatas se re infectan con B. bovis durante el periodo de
alimentacion de ninfa y adulto ya que se piensa que en estos estadios de desarrollo de la garrapata
la infeccidn obtenida por una generacion previa de garrapatas se pierde, mientras que las garrapatas
que se infectan con B. bigemina pueden quedar con la infeccibn remanente por mas de una
generacion de las mismas sin reinfectarse (Wright y Goodger,. 1988 ; Bock y col,. 2004). Otro ambito
importante respecto a la transmision de B. bovis es que ésta se facilita si se estimulan a las larvas
con calor (ya sean 37°C por tres dias 0 a 30°C por 8 dias) antes de que las larvas se adhieran al
bovino. Esta caracteristica puede alterar los periodos de pre patencia acortandolos particularmente

es el verano (Bock y col., 2004).

Babesia. bovis se transmite entre el ganado por el vector principal que es R. microplus, aunque
también existe la transmision del parésito por medio de fomites. La infeccidn inicia por la inoculaciéon
del esporozoito del parasito en el flujo sanguineo del huésped vertebrado. Una vez dentro de su
huésped el parésito posee un ciclo de vida relativamente simple. Sin embargo, presenta tres etapas

importantes que consisten en: 1) mantener la integridad mecénica del eritrocito del huésped bajo el
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complicado estrés hemodindmico del sistema circulatorio, 2) conseguir nutrientes del ambiente
extracelular, 3) evadir el sistema inmune del hospedero asi como también escapar de la destruccioén
en el bazo. Estas etapas se presentan debido a que el eritrocito es incapaz de sintetizar lipidos y
proteinas de novo por lo que el protozoario deberd compensar esto usando su propias herramientas
bioguimicas (Allred, 2003; Gohil y col., 2010).

Una vez dentro del flujo sanguineo, los parasitos invaden directamente las células rojas de la sangre
sin la necesidad de pasar primero a través de otros tipos celulares u 6rganos como en el caso de
Plasmodium que infecta células hepaticas antes de infectar eritrocitos (Cowman y Crabb., 2006). El
primer paso de la invasion es la interaccion aparentemente al azar entre el merozoito y la célula
hospedera. La union inicial es de baja afinidad y reversible, seguida de la reorientacién en la
superficie del eritrocito, trayendo la prominencia apical en la zona de contacto con las célula
hospedadora(Rudzinska y col., 1976). La adhesién entre el parasito y la célula es ahora fuerte e
irreversible. Los organelos apicales que también se localizaban en la parte anterior final del parasito
expulsaran sus contenidos, secretandose también los de los micronemas. Se formara una zona de
union denominada zona de unién movil, donde la célula se invaginara. Esta se va a caracterizar por
tener una membrana mas gruesa de la célula hospedera con una densidad de electrones
incrementada. El parasito entra a la célula hospedera jalando la zona de unién mévil conforme va
penetrando dentro de la célula, en este proceso el contenido de las roptrias se vaciara. Una vez
dentro de la célula, la membrana del eritrocito en donde ocurrié la invaginacion se sellard y se
formara la vacuola parasitofora y se descargara el contenido de los granulos densos (Figura 4). El
parasito sale de la vacuola parasitofora que se forma por la invaginacién de la membrana del mismo
durante la invasion y habita en el citoplasma del eritrocito. Los parasitos se dividen por fision binaria
dentro de unas horas una vez que habitan el citoplasma del eritrocito y luego lisan a la célula,
liberando dos parésitos a la circulacion, los cuales invaden a mas eritrocitos del flujo sanguineo;

Bannister y col., 1986; Cowman y col.,2012)
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Figura 4. Modelo de proceso de invasion del parasito en el eritrocito. 1) Primer contacto o union
inicial; 2) Reorientacion apical; 3) En la interaccién con el eritrocito ocurre la tension de membrana;
4) Proceso de invaginacién del parasito, los micronemas vacian su contenido, formacién de la
zona de union movil y comienzo de la invaginacion de la membrana, vaciamiento del contenido
de las roptrias; 5) Sellado de la membrana del eritrocito, formacién de la vacuola parasitofora y la
descarga de los granulos densos. Tomada de Yokoyama y col., 2006.

Signologia de la enfermedad.

El periodo prepatente de una infeccion por Babesia bovis es generalmente de 6 a 12 dias y se
alcanzan picos de parasitemias en 3 a 5 dias después de iniciada la infeccion (Bock y col,. 2004).
Los primeros signos g se presentan después de un periodo de incubacion que varia entre los 8 y 14
dias dependiendo de la especie del parasito. Durante la infeccion aguda el huésped puede caer
severamente enfermo. Tipicamente la enfermedad comienza con altas fiebres, anemias severas,
hemoglobinuria causada por hemdlisis intravascular, letargia, inapetencia, y en algunas ocasiones
se presenta hidrofobia. También pueden ocurrir problemas de coagulacion (Wright y Goodger, 1988

a).

Las citosinas y otros agentes activos tienen una funcién importante en la respuesta inmune contra
el parasito. Cuando estas citosinas se sobre expresan, contribuyen al progreso de la enfermedad

causando vasodilatacion, hipotension, alta permeabilidad capilar, edemas, colapso vascular, dafio
20



VENC
C 78

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Ciencias Naturales

endotelial y estasis circulatorio. La estasis presentada es inducida por la agregacion de eritrocitos
infectados en los capilares de la microcirculacién. Debido a esto las lesiones mas perjudiciales se
presentan en los pulmones y el cerebro (Wright, 1979). Lo que ocasiona que se desarrolle en el
bovino el sindrome de dificultad respiratoria y la babesiosis cerebral, los cuales se forman en
conjunto con la infiltracién de neutréfilos, la permeabilidad vascular y el edema desarrollado (Ahmed,
2002).

En el curso de la infeccion por B. bovis se desarrolla anemia hemolitica, pero en la fase aguda de la
enfermedad no es un factor principal, sin embargo contribuye en el proceso de la enfermedad en los
casos mas prolongados. La fase aguda de la enfermedad se presenta en un curso de 3 a 7 dias y
la fiebre mayor a 40 °C se exhibe por varios dias antes de que otros signos se aparezcan. Seguido
a esto se presenta inapetencia, depresién, frecuencia respiratoria elevada, debilidad y el animal se
presenta renuente al movimiento. Existe hemoglobinuria y en los casos mas prolongados se
desarrolla anemia e ictericia. También se presentan signos como pérdida muscular, temblores,
postramiento y en casos terminales el animal cae en coma. Cuando la fiebre se presenta en ganado
gestante, ésta puede producir abortos y en toros se reduce la fertilidad durando de seis a ocho
semanas (Bock y col., 2004).

La babesiosis cerebral se manifiesta en diferentes variedades de signos de afectacién del sistema
nervioso central y una vez que se presentan estos signos neuroldgicos el resultado es casi siempre
fatal. Para que el parasito pueda sobrevivir dentro del eritrocito es de vital importancia que éste
modifique las caracteristicas de adhesion del eritrocito asi como también sus caracteristicas
mecanicas en la membrana celular (Gohil y col., 2010) Los eritrocitos tienen la capacidad de
constantemente deformarse y reformarse conforme transitan en la circulacion sanguinea, esto es
gracias a que se componen de una membrana altamente especializada y elastica la cual esta
compuesta de una red de espectrina y actina (Mohandas y Gallagher, 2018). Se ha observado que
los eritrocitos infectados con B. bovis son mas rigidos que los que no se encuentran infectados, esto
reduce la capacidad de deformacioén del eritrocito al transitar por el sistema circulatorio, la adherencia
de los eritrocitos se incrementa, lo que provoca que se empiecen a acumular en los capilares de la
microvasculatura del sistema circulatorio llevando a varias patologias importantes en los érganos
del bovino. Principalmente existen complicaciones en el cerebro observandose la materia gris en la
superficie del cerebro de color rosa (Figura 5). Cuando se empiezan a acumular estos eritrocitos

infectados el parasito permanece escondido de la repuesta inmune del bovino. Los eritrocitos
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infectados con parasitos maduros son secuestrados en los capilares, es por esto que se reduce la
destruccién de los mismos via el bazo. (Hutchings y col., 2007; Canto y col., 2006; Connor y col.,
1999) . Las lesiones en los 6rganos que se presentan por esta infeccion son agrandamiento del
bazo, el cual también se observa como suave y pulposo, el higado se presenta hinchado, la vesicula
biliar se encuentra distendida con bilis gruesa y con granulos, los rifiones tienen un color oscuro y
se encuentran congestionados y existe una anemia generalizada e ictericia (Mahoney, 1969). Otros
organos del bovino pueden presentar congestion o hemorragias petequiales y ocasionalmente
puede observarse edema pulmonar. En los casos agudos se puede mostrar hemoglobinuria, pero
esto puede no estar presente en casos crénicos y subagudos. En los casos no fatales se pueden
llevar varias semanas para recuperar la condicion del bovino, sin embargo, la recuperacion es
completa. Cuando existe una infeccién subaguda, los signos clinicos son menos pronunciados y a
veces dificiles de detectar (Pearson, 1977). El ganado que se infecta antes de tener los nueve meses
de edad a menudo desarrollan infecciones subclinicas. Cuando los bovinos se recuperan, estos se
vuelven prtadores asintomaticos de la enfermedad por afios siendo esto dependiente de la raza del
bovino (Bock y col., 2004). En el caso de los terneros joévenes la respuesta febril, la letargia, la
linfopenia y la anemia son de corta duracién seguida de leucocitosis, regreso a un hematocrito

normal y la mejoria de la respuesta febril (Goff y col., 1982).
Proteccién inmunolégica ante la enfermedad.

La respuesta inmune del ganado a la infecciéon con Babesia involucra tanto a los mecanismos del
sistema inmune innato como adaptativo (Bock y col., 2004). Las patologias asociadas con una
infecciébn aguda de B. bovis mencionadas anteriormente se cree que derivan de una produccion
desregulada de citocinas proinlfamatorias incluyendo TNF-a (Clark y Jacobsen., 1998). También se
ha demuestrado que parte de las patologias presentadas por el protozoario se deben a la producciéon
de NO (Gale y col., 1998).

Esencialmente el control de la infeccién primaria es mediada por varios eventos: 1) la destruccién

de los eritrocitos infectados; 2) la activacion de macrofagos en el bazo; 3) participacion de
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Figura 5. Eritrocitos acumulados en la microvasculatura en el cerebro de un bovino. Tomada de

(Mosqueda y col, 2012).

anticuerpos neutralizantes dirigidos a los merozoitos extracelulares por los antigenos variables de
la superficie del eritrocito, también conocidos como VESA (Allred y col., 2000). La eliminacion de
los eritrocitos infectados con B. bovis es llevada a cabo por el bazo. Los macrofagos juegan un papel
crucial en remover los eritrocitos infectados de la circulacion, y probablemente también son
importantes para iniciar respuestas inmunes. Estos macrofagos presentaran directamente el
antigeno a las células T cooperadoras (Th) o también podran facilitar la presentacion cruzada con
el antigeno adquirido por las células dendriticas de los macréfagos. Estudios han demostrado la
importancia del papel que juegan los macréfagos, mostrando que sus productos secretores pueden

inhibir el crecimiento de B. bovis (Montealegre y col., 1985).

Es en los primeros estados de la infeccidén parasitaria cuando se cree que el sistema inmune se
prepara para combatir la infeccion. Las respuestas inmunes que se montan una vez habiendo una
infeccion por éste parasito son provenientes tanto de factores humorales como celulares. La primera
linea de defensa se le atribuye a la inmunidad innata. Se activan los monocitos, macrofagos y
neutrofilos que se encuentran circulando en el torrente sanguineo; estos emplearan agentes
antimicrobianos como intermediarios del nitrégeno reactivo (RNI), intermediarios del 6xido reactivo
(ROI) y fagocitosis para combatir la infeccion, aunque también liberaran posteriormente citocinas
para regular la respuesta inflamatoria. Los macrofagos estimulados por el parasito produciran
también IL-1B, IL-18, IL-12, factor de necrosis tumoral (TNF-a) y éxido nitrico (NO) (Shoda et al.,
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2000). La IL-12 activa a las células natural killer (NK) para que produzcan IFN-y, ayudara a preparar
a células Thl para que produzcan IFN-y sobre la estimulacién antigénica y también estimulara la
produccién de IFN-y por las células Thly células T yd (Brown y col., 1991) . La molécula TNF-a en
conjunto con IFN-y activan la produccion de NO en los macréfagos. La IL-18 actla sinérgicamente
con la IL-12 para promover también la produccion de IFN-y en respuesta a la infeccion (Goff y col.,
2001).

Las células del sistema innato son las responsables de controlar la tasa de crecimiento del parasito
y por lo tanto de la extension de la parasitemia. Si existe alguna ausencia de macréfagos y de
células NK se desarrolla una alta parasitemia en el sistema del bovino en un corto periodo de tiempo
(Bock y col., 2004). La inhibicién del protozoario se lleva a cabo por la produccién de factores
solubles como lo son IFN-y, por las células NK , el TNF-a, el 6xido nitrico y especies reactivas de
oxigeno por los macréfagos. Sin embargo, aln no se sabe como estas moléculas pueden interferir
en el desarrollo del parasito una vez dentro del eritrocito. Estudios en modelos murinos han sugerido
que IFN-y es la molécula que se encarga de degradar al parasito una vez que este esta dentro del
eritrocito aunque no se ha probado esta interaccion tan directa de la molécula con el parésito (Figura
6) (Aguilar-delfin y col., 2000). Cuando existe una infeccién primaria con B. bovis los monocitos que
se encuentran en el torrente sanguineo exhiben una habilidad fagocitica suprimida mientras que los
neutrofilos muestran una habilidad fagocitica incrementada que coincide con un pico de la

parasitemia alta (Court y col., 2001).

Un aspecto importante de recalcar es que la inmunidad en contra de las infecciones con Babesia
spp. es influenciada por la especificidad entre el parasito y el animal, factores genéticos, raza, edad,
la capacidad de respuesta de los fagocitos y los leucocitos polimorfonucleares, estado nutricionale
del animal y presencia o ausencia del bazo. Un bovino que se encuentra esplenectomizado
desarrolla parasitemias primarias altas (Bock y col., 2004). El ganado maduro es completamente
susceptible a la infeccién con Babesia bovis mientras que los terneros jovenes son mayormente
resistentes, mientras que los que tienen entre un afio a dos afios de edad se encuentran con una
susceptibilidad intermedia. Estudios posteriores correlacionan la proteccion con la inmunidad pasiva

debido a los anticuerpos calostrales provenientes de la madre (Trueman, 1978) .

También se han observado a terneros jévenes con inmunidad ante la infecciébn que provienen de
madres no inmunes. Se cree que estos bovinos poseen una reaccién inmune que involucra
diferentes factores tales como la induccién temprana de IL-2 e interferon gamma (IFN-y), existiendo
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también la expresion de ARN mensajero de la enzima de la éxido nitrico sintasa (iNOS) (Goff y col.,
2001). Existe otra explicacién para poder entender la inmunidad en los terneros de no mas de seis
meses de edad, y es que se cree que en que esta resistencia a la infecciébn se ve incrementada
debido a que los linfocitos T circulantes en el flujo sanguineo son en mayoria células T y&. Los
rumiantes neonatales se ven sometidos en gran medida a exposicion de antigenos externos debido
a la serie de actividades que estos realizan a tan corto tiempo después de su nacimiento. Cuando
nacen, el suero de la sangre de estos bovinos no contiene anticuerpos protectores, sino que estos
se adquieren después por medio del calostro materno y las células T af se encuentran inmaduras
aun, es por esto que se encuentran en gran cantidad las células T yd. Estas células conferiran la
inmunidad celular que no se restringe al MHC hasta que las células T a maduren (Hein y Mackay,
1991). Se cree que las células T yd son la fuente mas importante de IFN- y y que poseen tanto
caracteristicas inmunes adaptativas como innatas. En estudios previos han demostrado que este
tipo de células pueden reconocer antigenos no peptidicos, patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPSs) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). Se cree también que
pueden desarrollar un nivel de memoria y que pueden expresar marcadores de activacion y que
esto puede promover una rapida induccion de funciones efectoras (Bonneville, Brien, & Born, 2010).
Existen reportes de investigaciones en los cuales se sugiere que las células T yd pueden ser
prepapradas en respuesta a los PAMPS, lo que resulta en una respuesta mas robusta a las citosinas
y/o a sefales antigénicas (Sandbulte y col., 2004). También se cree que poseen papeles como
células killer ya que expresan una moléculas como las granulisinas y perforinas las cuales no
dependen de estimulacion con antigenos y es independiente de la expresion de IFN-y, aunque este
fenotipo de natural killer presentado llega a desaparecer con el tiempo (Endsley y col., 2004; Alvarez
y col, 2009; Graham y col., 2009).

La resolucion de la infeccién aguda por B. bovis en animales que nunca han presentado infecciones
con el protozoario (considerados inmunologicamente virgenes o “naive”) depende de que la
respuesta inmune innata sea lo suficientemente fuerte, la cual lleva a la activacion de los macréfagos
via IFN-y, lo que resulta en la eliminacion del parasito por fagocitosis y la produccion de metabolitos
toxicos incluyendo el 6xido nitrico (Estes y Brown, 2002). El resultado de una infeccion aguda con
este parasito en un animales susceptibles dependera enteramente del balance entre las respuestas
del huésped al proceso inflamatorio inducido por el parasito (Brown y col., 2006). La recuperacion
de la infeccion se correlaciona con la produccion temprana de IFN- y e IL-12, seguido por la

produccién de IgG (Chen y col., 2000).
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Components of the immune response to infection:

Cellular mediators  Soluble factors

Figura 6. Componentes de la respuesta inmune contra la infeccion. Tomada de Homer y col.,
2000

Existe un fenémeno llamado “inmunidad concomitante”. Este fenémeno se da una vez que el
ganado que sobrevivio a una infeccion con B. bovis (ya fuera naturalmente o por el uso de
guimioterapias) permanece infectado, pero se encuentra resistente a una enfermedad clinica. Las
respuestas inmunes son diferentes en un bovino que posee una parasitemia controlada y que por
lo tanto tiene una infeccidon persistente donde, basicamente se necesita una activacion rapida de
memoaria (Brown y col., 2006). La inmunidad adaptativa es la respuesta inmune que se genera en
los casos de animales con inmunidad concomitante y es dependiente de células T cooperadoras
(Th) y de anticuerpos. Las células Th realizan un papel doble produciendo citocinas para respaldar
la produccion de diferentes subclases de anticuerpos de alta afinidad y para promover la activaciéon

de los macrofagos y potenciar la produccién de anticuerpos por las células B (Bock y col., 2004).

Debido a que Babesia solo infecta eritrocitos, la respuesta inmune adaptativa que se presenta por
la subsecuente infeccion es dependiente de la presentacion de los antigenos del parasito por las
células presentadoras de antigeno, principalmente por los linfocitos T CD4+(Brown, 2001). Los

eritrocitos de los bovinos no expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
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por lo que se asume que se requiere del complejo inmune establecido entre el MHC de clase I
dependiente de las células T CD4+. Estas células también forman un papel en la respuesta inmune
adaptativa a través de la produccion de citocinas tales como IFN-y. Esta citosina se necesita para la
maduracién e incrementacion de la afinidad de los isotipos de las inmunoglobulinas y la activacién
de los macrofagos (Igarashi y col., 1999). El IFN-y también tiene diferentes funciones tales como
activar a los macréfagos para una éptima actividad y mejorar la produccion de anticuerpos 1gG2 que
al mezclarse con la IgG1 puedan proteger al ganado hasta de cepas homélogas al parasito (Estes y
Brown, 2002).

Las inmunoglobulinas G (IgG) y las inmunoglobulinas M (IgM) son las primeras en entrar en accién
una vez que se produce la infeccion en animales inmunizados. Las IgG son las responsables de fijar
al complemento y actuar a su vez como opsoninas (Mcguire y col., 1979). Una vez que los
esporozoitos del parasito se encuentran libres en el plasma del flujo sanguineo se inducira la
proliferaciéon de los leucocitos mononucleares y de células T cooperadoras en respuesta a la
infeccion (Brown y Logan, 1992). Estas inmunoglobulinas previenen la infeccién ya que se unen y
neutralizan a los esporozoitos antes que puedan invadir exitosamente al eritrocito. Una nueva etapa
se presenta cuando los parasitos establecen la infeccidon intraeritrocitica, y es durante esta
progresion de la infeccién cuando la parasitemia sube y la enfermedad aguda puede llevarse a cabo
(Homer y col., 2000).

La inmunidad protectora contra infecciones por Babesia spp. requiere también de anticuerpos
fijadores de complemento como de anticuerpos opsonizantes tales como las 1gG2. Una vez que se
produce la infeccidn por el parasito se producen anticuerpos dirigidos contra antigenos del patégeno
(Goff y col., 1984). Se cree que estos anticuerpos funcionan como opsoninas para incrementar la
actividad fagositica y son estos mismos anticuerpos los que se piensan que son importantes en una
infeccion secundaria. Se forman complejos de antigenos babesiales, inmunoglobulinas del bovino y
el componente 3 de complemento (C3) y se cree que la citotoxicidad mediada por células
dependientes de antigeno es el medio por el cual se resuelve la infeccion por B. bovis (Goodger y
col., 1981).

Hospedero invertebrado.

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos de los vertebrados. Aproximadamente el 10% de las

900 especies hasta ahora conocidas son de alta importancia médica y veterinaria ya que ademas
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de causar dafio directo asociado con la alimentacion de la sangre y, algunas veces, a través de la
excrecion de toxinas dentro de su saliva, éstas pueden transmitir innumerables microorganismos
tales como; bacterias, virus, protozoarios y helmitos (Jongejan y Uilenberg, 2004). Se cree que su
actividad parasitica se documenté alrededor del afio 1550 a.C, sin embargo fue la investigacién de
Smith y Kilborne en el afio de 1893 la que proporciond la clave de la verdadera importancia de las

garrapatas como vector de enfermedades (Anderson y Magnarelli, 2008).

Estos ectoparasitos se clasifican en el phylum Arthropoda, clase Arachnida, subclase Acari, orden
de los Parasitiformes (Oliver, 1989). El suborden Ixodida contiene a su vez a cuatro familias
importantes de garrapatas; Argasidae, Ixodidae, Natalliellidae, y Lealaptidae, pero solo de las dos
primeras familias mencionadas existe mas informacion y tienen alto grado de importancia debido a
las enfermedades transmitidas por garrapatas (Krantz, 1978). La familia Ixodidae se conoce
comunmente como garrapatas duras debido a que presentan una coraza y se considera como la
familia de garrapatas dominante ya que contiene mas de 650 especies. La famila Argasidae se
conoce como el grupo de garrapatas blandas ya que carecen de esta coraza y se considera como
el grupo méas pequefio de las garrapatas ya que contiene aproximadamente 170 especies (Cupp,
1991; Oliver, 1989). Las Babesias pueden encontrarse en ciertas especies de garrapatas, de las
cuales al menos cuatro géneros de la familia Ixodidae son reconocidos como vectores de Babesia:
Rhipicephalus, Ixodes, Haemaphysalis y Hyalomma (Antunes y col., 2017). Sin embargo, solo dos
especies del género Rhipicephalus se consideran como vectores principales de la babesiosis bovina,
y estos son Rhipicephalus annulatus y Rhipicephalus microplus antes conocidas como Boophilus
(Bock y col., 2004). Entre los factores que afectan la transmision de la babesiosis se deben
considerar: 1) la edad de la garrapata y 2) las condiciones meteoroldgicas tales como temperatura
y humedad relativa. Una garrapata que es sometida a 14°C y 95% de humedad relativa, han sido
capaces de mantener viables a B. bovis durante 65 dias y las larvas bajo esas condiciones pueden
sobrevivir hasta 200 dias. También se ha observado que la ovoposicion a temperaturas de 30° a
37°C induce el desarrollo de estadios infectivos de B. bovis y B. bigemina en los huevos de la
garrapata R. microplus y un vivel 6ptimo de 80% de humedad relativa es necesario para un eficiente

desarrollo (Solorio-Rivera y Rodriguez-Vivas, 1997).

La distribucion de estos artropodos se remonta a areas tropicales y subarticas pero en las regiones
tropicales y subtropicales es donde existe gran diversidad de especies (Anderson & Magnarelli ,

2008). Las garrapatas pueden estar presentes en cualquier parte del mundo, sin embargo los
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habitats donde se desarrollan son los que tienen mayor humedad y pastos o malezas altas, ya que
pueden utilizarlas para llegar a su huésped y poder iniciar su ciclo de alimentacién para después
reproducirse. A nivel global las garrapatas que transmiten a a Babesia spp se encuentran
actualmente distribuidas a través de toda América Latina y en paises como Espafia, Turquia,
Alemania, Polonia, Republica Checa, Rumania y Australia (Figura 7) (de la Fuente y col., 2017;
Gray y Zintl, 2018). La especie mas importante de garrapata que transmite la babesiosis bovina es
Rhipicephalus microplus, la cual se cree que se originé en el sureste de Asia. Esta especie se ha
dispersado a los tropicos incluyendo a Australia, al este y sur de Africa, a América central y del sur.
Por otra parte R. annulatus (que también es un importante vector de la enfermedad) esté presente
en las regiones mediterraneas, aunque también esta presente en el sur de Rusia y en el Medio
Oriente; esta especie también ha extendido su distribucion al oeste de Africa'y a Sudan central y del
sur. R. annulatus fue introducido a México junto con R. microplus, las cuales se dispersaron después
al sur de los Estados Unidos de América (Jongejan y Ulienberg, 2004).

I‘ q_,___..‘ﬁ

F

W Rhipicephalus annulatus o i s
h & M R.annulatus + R. decoloratus + R. microplus + R. geigyi - Pe
8 ~ R. annulatus + R. microplus

R. australis

R. decoloratus
M R. decoloratus + R. microplus
M R. microplus

Figura 7. Distribucion global del vector de la babesiosis bovina. Tomada de Gray y col., 2018

Rhipicephalus e Ixodes pertenecen a la familia de las garrapatas duras (Ixodidae). Estas presentan
en su ciclo de vida cuatro estados: huevos, larvas, ninfas y adultos. En contraste con la familia de
las garrapatas blandas, la familia de las Ixodidae presenta solo un estadio de ninfa. Requieren de
muchos dias de alimentacién para desarrollarse en cada estadio y considerarse repletas de sangre,
asi como también de una cantidad de alimento mas grande que los individuos que pertenecen a la
familia Argasidae. Las garrapatas hembras se alimentan una sola vez, producen hasta cinco mil
huevos y mueren (Figura 8) (Oliver, 1989).
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La mayoria de estas garrapatas requieren de hasta tres hospederos diferentes durante su ciclo de
vida, sin embargo no todas requieren de tantos hospederos. Las larvas y las ninfas usualmente se
alimentan una sola vez y mudan. Las que son de un solo hospedero mudan dos veces en el mismo
animal, de larva a ninfa y de ninfa a adulto. Las que son de dos hospederos mudan una vez en el
hospedero, de larva a ninfa; la ninfa repleta se suelta del hospedero (cae) muda fuera de él y la
garrapata, una vez siendo adulta, tiene que buscar un segundo hospedero al cual parasitar para
alimentarse (éste segundo hospedero puede no ser de la misma especie que el primero). En cambio
las garrapatas que son de tres hospederos no mudan en el animal; las larvas repletas se caen del
animal y mudan a ninfa, ésta tendra que buscar un segundo hospedero animal del cual se repletara
de sangre y se caerd de nuevo para mudar a adulto. La garrapata en estadio adulto tendra que
buscar a un tercer hospedero para seguir alimentandose. Las garrapatas adulto se aparean en el
hospedero, las garrapatas femeninas se alimentan hasta estar repletas, se caen del hospedero y
ovipositan una enorme cantidad de huevos para luego morir, mientras que los machos pueden
quedarse en el hospedero hasta varios meses. Los conjuntos de huevos son diferentes en cantidad
respecto a si los pone una garrapata de un hospedero a si los pone una garrapata de tres.
Usualmente los huevos de una garrapata de un solo hospedero son menos (Figura 8) (Jongejan y
Ulienberg, 2004).

Figura 8. Garrapatas hembras adultas Rhipicephalus microplus ovipositando. Tomado de Bock y
col., 2004).
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Las garrapatas que transmiten la babesiosis bovina son de un solo hospedero y en tres semanas
completan su ciclo de vida; desde larvas no alimentadas hasta garrapatas hembras repletas. Este
tipo de invertebrado posee partes de la boca mas cortas y el dafio que ocasiona en las pieles del
ganado es considerable, perdiéndose la calidad del cuero que se pueda producir del bovino (Cupp
1991; Anderson y Magnarelli, 2008).

A pesar de ser clasificadas como de un solo hospedero, la garrapata R. microplus, en particular los
machos, pueden transferirse entre el ganado que se encuentra en corta proximidad, lo que conlleva
a acortar los periodos prepatentes de la enfermedad. Para B. bigemina los periodos de prepatencia
cambian de seis a doce dias, cuando usualmente es de 12 a 18 dias después de que la garrapata
se fije en el bovino. Ya que Babesia bovis no persiste en una forma infectiva en garrapatas mas alla
del estadio de larva, el periodo de prepatencia generalmente es de 6 a 12 dias, donde se alcanzan

picos de parasitemias de tres a cinco dias después (Bock y col., 2004).
Epidemiologia de la enfermedad.

Al tratarse de una enfermedad trasmitida por vectores, la epidemiologia de la misma esta
determinada por la presencia del vector. Las zonas que mayor se encuentran en riesgo son las
zonas tropicales y subtropicales del mundo ya que son las zonas con las condiciones favorables
para que el vector pueda desarrollar su ciclo de vida. (Figura 7). Las especies tanto de B. bigemina
y B. bovis se distribuyen entre los paralelos 40 Norte y 32 Sur abarcando Africa, Asia, Australia,

Centro y sur de América y algunas partes del sur de Europa (Bock y col., 2004).

A nivel mundial existe una prevalencia de un 50 hasta un 90% de la enfermedad y se estima que
alrededor 2 mil millones de bovinos en el mundo estan expuestos a la babesiosis (Bock y col., 2004;
Schnittger y col., 2012). En México, el 70% de la poblacién ganadera se encuentra expuesta a
infectarse con alguno de los agentes etioldégicos causantes de la enfermedad (Solorio-Rivera y
Rodriguez- Vivas, 1997). Actualmente el servicio nacional de sanidad, inocuidad y calidad
agroalimentaria (SENASICA) report6 la situacion de control del vector en el pais, donde se
considera solo al 3.44% del territorio nacional mexicano como zona de erradicacion del vector. Los
estados tales como Baja California Norte, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Aguascalientes,
y Tlaxcala se consideran como zonas libres del ectoparasito, lo que comprende el 30.60% del
territorio nacional. El resto del pais comparte regiones en proceso de control y zonas libres naturales

(zonas en las que no se poseen las condiciones ambientales para el establecimiento de la garrapata)
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tales como partes del estado de Durango, Coahuila, Zacatecas, Toluca y Puebla, abarcando un

65.96% del territorio nacional (Figura 9).

Al hablar de la epidemiologia de la babesiosis se tiene que detallar el concepto de estabilidad
enzootica. Este concepto es definido como el estado en donde la relacion entre el huésped, agente,
vector y el ambiente es tal que la enfermedad clinica ocurre raramente o no ocurre. Actualmente
esta concepto se describe como la situacion epidemiolégica de una poblacién en la cual la
presentacion clinica de la enfermedad es escasa, a pesar de la alta velocidad de transmisién de la
infeccion (Perry, 1996). Hablando puntualmente de la babesiosis, la estabilidad enzootica es muy
dificil de predecir y ocurre cuando el nimero de garrapatas es alto y los bovinos son expuestos a la
infeccidn durante los primeros 9 meses de vida en donde los terneros adquieren la resistencia por
medio del calostro materno el cual provee de proteccion hasta dos meses aproximadamente. Este
suceso ocasiona que los animales sean resistentes a desarrollar una enfermedad clinica al generar
inmunidad (Bock y col., 2004). Esta dinamica puede desestabilizarse cuando el ambiente no
favorece la infestacion continua con un numero suficiente de garrapatas necesarias para mantener
el estado inmunitario en el hato lo que puede suceder por diversas vias : 1) por el uso de acaricidas;
2) cuando los animales inmunolégicamente resistentes son reemplazados por animales adultos que
no han tenido contacto previo con el parasito; 3) introduccién a zonas endémicas de animales con
genotipos susceptibles; 4) cuando los animales resistentes se someten a condiciones altas de estrés
(Jonsson y col., 2008; Benavides y col., 2016)
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i SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
l i, SECRETARIA DE AGRICULTURA OCUIDADYCAI.IDAD
Y DESARROLLO RURAL AGROALIMENTARIA

‘CAMPA‘NA NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
GARRAPATA Boophilug spp.

| Estatus zoosanitario
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I Control’

Esti; DeLormelE

Figura 9. Campafia nacional para el control de la garrapata Rhipicephalus spp. Identificacion de
los estados respecto al nivel de control de la garrapata. Tomado de SENASICA 2019

(https://lwww.gob.mx/senasica).

Existen reportes epidemiol6gicos en donde se detectd al agente etiologico de la babesiosis en el
estado de Veracruz. En este estado, como se puede observar en la Figura 9, el vector se encuentra
en un estatus de control y se considera una zona endémica de la enfermedad. En estas
investigaciones se reporta que se obtuvo una prevalencia del 82.3% para B. bovis y de 94.1% para
B. bigemina partiendo utilizando un nimero de muestra de 203 bovinos, lo que nos indica una tasa
de infeccion alta entre los individuos, por lo que podria alterarse esta estabilidad enzootica si se
introduce ganado susceptible en esta zona (Romero-Salas y col., 2016).
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Otro aspecto importante respecto a la epidemiologia de la enfermedad es el papel que juegan los
animales silvestres en la transmision del vector al ganado, como lo es el caso del venado de cola
blanca. Desde el afio de 1977 se ha documentado la posibilidad de que éste tipo de animales pueden
ser hospederos de las garrapatas responsables de transmitir la fiebre del ganado bovino (Owen,
1977). Estos animales y el ganado llegan a estar en contacto cuando se realiza la ganaderia semi-
intensiva, en donde al ganado se le deja pastando en zonas donde hay un nivel de vegetacién
optimo para el pastoreo. En el 2007 Cantu y colaboradores evaluaron la posibilidad de que los
venados de cola blanca pudieran estar infectados tanto de B. bovis como de B. bigemina, asi como
también evalud si las garrapatas que estaban parasitandolos podrian encontrarse los mismos
agentes etioldgicos. Este trabajo es el primero que reporta con datos moleculares la presencia del
hemoparésito tanto en los venados como en las garrapatas, sin embargo no se pudo determinar en
qué fase de la infeccidn se encontraban estos animales, si en un fase temprana o en un estado de
portador (Cantu y col., 2007). Existen mas trabajos donde se identifican a dos tipos de parasitos
babesiales en otro tipo de cervidos tales como el corzo y el ciervo rojo (Duh & Petrovec, 2005). En
conjunto estos resultados sugieren que los venados pueden ser reservorios de especies de babesias

bovinas (Cantu y col., 2007).
Diagndstico del parasito.

El diagnéstico de la babesiosis bovina es una herramienta importante para poder controlar y prevenir
la diseminacién de la enfermedad. Durante la etapa aguda de la enfermedad el nimero de parasitos
dentro de los eritrocitos incrementa de tal manera que pueden ser detectados microscépicamente.
Sin embargo, en animales infectados crénicamente donde las formas subclinicas de la enfermedad
ocurren, este método es inservible y se deben implementar otro tipo de técnicas para poder
detectarlo (Mosqueda y col., 2012). El uso de técnicas efectivas esta dirigido a cubrir cinco premisas
generales e importantes en el diagnostico de esta enfermedad: 1) identificacién de especies de
hemoparasitos y cepas involucradas en la enfermedad; 2) determinacién de la distribucién vy
evaluacion del riesgo de enfermedad en un hato, ya sea a nivel regional o nacional; 3) certificacion
del estado de infecciébn de los animales por requerimientos comerciales o en programas de
erradicacion; 4) identificacién o confirmacion de la causa de brotes y muertes y 5) identificacion de

artropodos especificos como vectores o de los estadios transmitidos por éstos (Bose y col., 1995) .

El desarrollo de técnicas sensibles y especificas para la deteccion del parasito provee de
herramientas para la identificacion de animales enfermos que requieren de una intervencién y terapia
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rapida y apropiada asi como también para la prevencion de la enfermedad mediante la regulacion
del movimiento de animales. En el caso de B. bovis, la infeccién puede llegar a confundirse con las
patologias desarrolladas por otras enfermedades causadas por hemoparasitos e incluso viruspor lo
que un diagnéstico especifico y eficaz es imprescindible para decidir el tratamiento y las medidas

necesarias de control a mediano y largo plazo (Palmer, 1991;Benavides y col., 2007).

El diagnéstico de la enfermedad también depende mayormente del estado de la progresion de la
infeccidn, por lo que es de vital importancia desarrollar pruebas diagndsticas sensibles y especificas
para el parasito. Cuando se habla de una infeccion aguda, la deteccién directa de los organismos
intraeritrociticos provee la identificacién de los animales con infeccion activa y elimina las variables
gue confunden si se hace una prueba de diagnéstico seroldgica (Palmer 1991). Una de las pruebas
gue se usa como prueba de oro es la examinacion de los frotis sanguineos tefiidos por Giemsa, pero
esta solo es valida cuando la infeccion esta en la fase aguda de la enfermedad, ya que el nimero
de los parésitos dentro de los eritrocitos es lo bastante alto para poder detectarlos con facilidad por
microscopia (Sse y col., 1995). Por lo anterior este tipo de diagndstico no puede implementarse en
bovinos con presencia de baja parasitemia o en estado crénico ya que la prueba es menos sensible,

por lo que se recurren a métodos moleculares para realizar un diagnostico éptimo.
Microscopia.

Los frotis de sangre delgada fueron el primer método para detectar parasitos de Babesia en
muestras clinicas y es un método que todavia se utiliza para realizar un diagnéstico efectivo en la
mayoria de los laboratorios del mundo. Para este método de deteccidon la sangre se colecta y se
combina con anticoagulante, después se realiza el frotis en un a laminilla de vidrio, se seca al aire,
es fijada con metanol y se tifile con Giemsa o un colorante similar por varios minutos. Después la
laminilla es lavada y vuelta a secar. Los parasitos intraeritrociticos se observan bajo el microscopio
usando el objetivo 100x afiadiendo una gota de aceite de inmersion. Esta técnica provee una
sensibilidad tal que permite detectar parasitemias de incluso un eritrocito infectado por cada diez mil
células. Esta técnica es facil y no es cara pero requiere a personal con experiencia que pueda
diferenciar entre las especies diferentes del parasito y de las diferentes formas que se llegan a
presentar dentro del eritrocito (Figura 10) y solo es confiable el resultado cuando la cantidad de
parasitos en la sangre es lo suficientemente alto para detectarse (Potgieter y Els, 1977; Mosqueda
y col., 2012).
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Cuando se realiza esta técnica también se tiene que prestar especial cuidado de la fuente de donde
se obtuvo la muestra de sangre. Si es sangre periférica tomada de la yugular o de las venas caudales
solo es posible usarla para determinar la presencia de B. bigemina, B. divergens, y B gibsoni. En el
puntual caso de B. bovis y B. canis la sangre debe ser recolectada directamente de los capilares
sanguineos de la oreja o de la piel de la cola del animal, ya que ahi se contiene un porcentaje alto
de los eritrocitos infectados con estas especies del parasito (Jacobson y col., 2006 ; Mosqueda y
col., 2012).
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Figura 10. Frotis sanguineo. En esta imagen se pueden observar las diferencias entre el tamafio
de A) Babesia bigemina y B) Babesia bovis asi como también la presencia de diferentes formas
del desarrollo de Babesia una vez que estan dentro del eritrocito. Tomada y modificada de

Mosqueda y col., 2012.

Existe otra técnica de frotis sanguineos para poder detectar bajos niveles de parasitemia o cuando
una enfermedad subclinica ocurre, especialmente en casos donde la infeccion es causada por B.
bovis. Esta técnica se realiza por medio de frotis gruesos de sangre infectada tefiida con Giemsa
(Morzaria y col., 1992; Bose y col., 1995). Para poder desarrollarla se deposita en el centro de una
laminilla una gota de sangre y se fija con calor pero no se extiende la muestra, después se tifie de
manera rutinaria lavandola con cuidado para evitar perder el tejido mientras el exceso del tinte se
remueve. Una vez que seca es posible visualizar la muestra en un microscopio como en el caso de
los frotis delgados y tiene como ventaja el que se pueden analizar un nimero grande de eritrocitos
en un espacio reducido por lo que la probabilidad de encontrar células infectadas es diez veces

mayor que en un frotis delgado (Bése y col., 1995; Mosqueda y col., 2012).
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Existen variaciones de técnicas de frotis para la deteccion de Babesia, como lo son los frotis de
tejido cerebral y los de hemolinfa. En el caso de los frotis de tejido cerebral, se trata de una técnica
confirmatoria y no de una técnica aplicable para diagnosticar la enfermedad en una etapa temprana.
La técnica se aplica cuando se sospecha de que la muerte de un animal fue causada por B. bovis
ya que se presentaron signos clinicos neuroldgicos. Esta se desarrolla tomando una muestra de la
materia gris del cortex cerebral y colocandola en la laminilla para después extender la misma junto
con otra laminilla, el tejido se fija y se tifie. El diagnostico se basa en la observacion de los capilares
cerebrales y se estima que al menos un 100% de los eritrocitos presentes en esos capilares estan
infectados. Existen también técnicas donde se realizan frotis de otros 6rganos, como por ejemplo
riiones e higado (Ulienberg, 1972; Mosqueda y col., 2012). Respecto a los frotis de hemolinfa estos
se realizan a partir de la recolecciéon de la hemolinfa tomada a partir de un corte de la pata de la
garrapata adulta repleta. Una vez que se tiene la muestra, ésta se deposita en una laminilla; debido
a que la muestra que se obtiene es muy poca, ésta no se puede extender a lo largo de la laminilla
por lo que se deja secar, se fijja y se tifie como en cualquier técnica de frotis con sangre. El
diagnostico se basa en la observacion de los quinetos con forma vermicular. Es importante
mencionar que la microcopia basada en frotis de hemolinfa requiere de personal muy especializado
ya que las garrapatas recolectadas de ganado en areas endémicas tienen muy poca cantidad de

quinetos (Mosqueda y col., 2012).

El diagnéstico usando estas diversas técnicas de frotis y microscopia directa a veces no es
confirmado en el laboratorio ya que como se ha notado en parrafos anteriores, las técnicas deben
fijarse correctamente y dejarse secar lo necesario para que puedan desempefiarse buenos
diagndsticos. Existen ocasiones en las que el laboratorio no puede conformar los resultados debido
a que los especimenes estdn mal preparados o las muestras son buenas pero la confirmacion no es
posible debido a factores propios de la enfermedad. Babesia puede ser dificil de detectar durante la
etapa de recuperacion cuando la parasitemia cae rdpidamente, y cuando las muestras toman uno o
dos dias después de un tratamiento especifico (Bock y col., 2004). Aungue este tipo de técnicas son
mas econOmicas y rapidas, se requiere de habilidad para la identificacion de las diferentes formas
del parésito, tiene baja sensibilidad y se necesita de un buen microscopio y de personal entrenado

gue sea capaz de diferenciar entre especies de Babesia (Demessie & Derso, 2015).

Métodos de diagnostico inmunoldgicos.
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La técnicas de diagndstico inmunoldgicos se utilizan cuando el nUmero de parasitos de Babesia en
la sangre es muy bajo para poderlo detectar por otros métodos. En estas técnicas se buscan
puntualmente cierto tipo de anticuerpos contra proteinas de los estadios sanguineos del parasito y
ha probado ser altamente efectivo para detectar infecciones subclinicas y para evaluar la necesidad
de vacunacion, pero raramente se utiliza en animales portadores. Es facil de notar con una alta
frecuencia que en éstas técnicas las reacciones cruzadas se presentan entre diferentes especies de
Babesia o respuestas inmunes especificas débiles que llegan a generar falsos negativos o falsos
positivos (Araujo, 1998; Mosqueda y col., 2012).

Dentro de estos métodos de deteccion se incluye la inmunofluorescencia indirecta (IFAT) y el ensayo
por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). La IFAT fue descrita por primera vez por los autores
Ristic y Sibinovic en 1964 para detectar anticuerpos contra B. caballi en caballos infectados
cronicamente. Desde ese entonces, la técnica ha sido adaptada para todas las especies de Babesia
y ha mostrado un buen nivel de especificidad y sensibilidad (Mosqueda y col., 2012). Esta técnica
se basa en el reconocimiento de los antigenos del parasito por anticuerpos de suero en la sangre
del animal. Los anticuerpos unidos son detectados con otro anticuerpo anti- Ig que tiene asociado
un fluorocromo lo que genera una fluorescencia que se observa a través de un microscopio. Esta
técnica resulta no tan efectiva y tardada si se realiza el procesamiento de un gran ndmero de

muestras (Mosqueda y col., 2012).

En la técnica de ELISA una enzima se une covalentemente a una molécula de anticuerpo, creando
una herramienta inmunoldgica con alta especificidad y sensibilidad. Se basa en un anticuerpo
asociado a una enzima que es capaz de detectar un antigeno inmovilizado en una superficie. Las
propiedades cataliticas de la enzima y la especificidad del anticuerpo siempre permanecen
inalteradas. Las enzimas tipicamente usadas son la peroxidasa, fosfatasa alcalina y B-—
galactosidasa, y cada una interacciona con su sustrato especifico para formar un producto de
reaccion coloreado que puede ser detectado en cantidades muy bajas (Madigan y col., 2009).
Ofrece ventajas sobre la técnica de IFAT tales como que es menos subjetiva en la interpretacion de
los resultados, se puede procesar un gran nimero de muestras y presenta una alta especificidad
debido al uso de antigenos recombinantes y anticuerpos monoclonales, lo que disminuye
significativamente la union inespecifica (Bose y col., 1995). Existen diversas variaciones de ésta
técnica que se han aplicado al diagndstico de la babesiosis bovina, tal es el caso de la ELISA

indirecta y la ELISA competitiva. En el protocolo de una ELISA indirecta se utilizan proteinas
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recombinantes, sin embargo se ha observado en distintos ensayos de la técnica que cuando se
purifican estas proteinas recombinantes expresadas en bacterias se llevan consigo proteinas
residuales bacterianas. Estas proteinas residuales tienen una alta capacidad de reaccionar con el
suero bovino, por lo que el resultado que se obtiene es una fuerte sefial del entorno obteniendo una
interpretacion y estandarizacion afectada. Una ELISA competitiva, por otro lado, se desarrolla
utilizando un anticuerpo monoclonal contra un epitopo conservado de una proteina. El antigeno que
se encuentra sin unirse es reconocido por el anticuerpo monoclonal, ésta unién sera detectada por
un anticuerpo marcado anti-ratén 1gG. La sefial que ahora se observara es el resultado de la falta
de anticuerpos bovinos especificos unidos a una proteina recombinante, lo que evita la sefal
inespecifica presentada por las uniones inespecificas como en una ELISA indirecta (Goff y col.,
2003; Goff y col., 2006).

Entre otros métodos de deteccion inmunolégica se encuentra la inmunocromatografia o por sus
siglas en inglés ICT. Este proporciona un rapido diagnostico, en donde se detectan anticuerpos
contra antigenos especificos en una cantidad pequefia de suero. Es por medio de un anticuerpo
especifico y un antigeno recombinante que se encuentran ambos impregnados en una tira de
membrana de nitrocelulosa que la prueba puede detectar a un animal enfermo. Este tipo de técnicas
tienen a su ventaja que son muy faciles de aplicar y leer, por lo que un técnico especializado no se
necesita, no utiliza equipo altamente sofisticado para poder desempefiarse por lo que puede ser

implementada en campo, y es de bajo costo (Wongsrichanalai y col., 2007).

Los métodos moleculares para detectar parasitos como Babesia tienen una gran desventaja ya que
solo se pueden aplicar si existe la presencia de anticuerpos especificos contra el organismo, lo que
puede tomar dias o inclusive semanas en desarrollarse en un animal infectado. Por otra parte
también resultan desventajosas ya que estos anticuerpos desarrollados pueden mantenerse por
meses circulando en el animal por lo que si se aplican en estos casos no se detectaria una infecciéon
en curso. Es por esto que son indtiles si se quieren utilizar para detectar una infeccion grave, en
animales vacunados o0 animales que han sido exitosamente tratados en contra de la enfermedad
(Mosqueda y col., 2012).

Métodos moleculares

Los métodos moleculares tienen como objetivo detectar los acidos nucleicos y es por esto mismo

gue se denominan indirectos, y han probado ser Utiles cuando los métodos inmunolégicos fallan en

detectar al parasito. Sin embargo la sensibilidad y especificidad de estos métodos son muy altos y
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a lo largo de estos afios se han desarrollado diversas técnicas para detectar diferentes especies de

Babesia en las garrapatas y los bovinos infectados (Mosqueda y col., 2012).

Sondas de ADN

Este tipo de técnica fue la primera desarrollada para la deteccion de ADN de Babesia a partir de
sangre infectada. La técnica consiste en el aislamiento, purificacién y clonacién de ADN al cual se
le agrega un marcador que es radioactivo. La cadena Unica de ADN marcada es usada para hibridar
con el ADN presente ya sea en tejido o en una membrana. Después ocurre un alineamiento primario
donde el ADN se hibridara con el ADN complementario. Es por este proceso por el cual la técnica
posee una alta especificidad. El resultado de ese alineamiento e hibridacion se puede observar bajo
técnicas como autoradiografia, quimioluminiscencia, o con un sustrato colorimétrico (Mosqueda y
col 2012).

En 1986 se desarroll6 el uso de las sondas de ADN para el diagnéstico de Babesia bovis. Para este
diagndstico se disefiaron sondas marcadas radioactivamente, las cuales fueron utilizadas para una
técnica de hibridacion dot blot, en donde se pudieron detectar hasta 100 pg de ADN de Babesia
bovis, ésta cantidad se puede estimar a ser igual al ADN presente en 50 microlitros de 1 en 10°
eritrocitos infectados (McLaughlin y col., 1986). Esta prueba también se ha desarrollado para
detectar Babesia en tejidos de garrapata y debido a su alta sensibilidad se han usado para la
deteccién de individuos portadores de la infeccién (Hodgson et al., 1992). Sin embargo esta técnica
tarda varios dias para completarse, requiere un técnico especializado y requiere de etiquetar las

sondas (Mosqueda y col., 2012).
Reaccion en cadena de la polimerasa.

La primera descripcién que existe de la reaccion en cadena de la polimerasa se registré en 1992
para la deteccion de Babesia bovis (Figueroa y col., 1992). Las técnicas de PCR han demostrado
ser muy sensibles en la deteccion del parasito en animales portadores o persistentemente
infectados. Los niveles de deteccion son tan bajos como tres eritrocitos parasitados en 20 pl de
células empaquetadas (0 1 por cada 10° células). Otra ventaja que ofrece el PCR es que permite la
identificacion del parasito en etapas tempranas de la enfermedad ofreciendo la oportunidad de

implementar de manera oportuna un tratamiento (Demessie y Derso, 2015).

Existen muchas variaciones de la técnica de PCR que pueden detectar y diferenciar especies de
Babesia como lo es el PCR anidado, en donde se utilizan dos juegos de oligonucleétidos en dos
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amplificaciones de PCR sucesivas. Los juegos de oligonucleétidos estan disefiados de tal forma que
el segundo juego amplifica al producto de la primera reaccion de PCR, aumentando asi la
sensibilidad de la prueba y ha sido efectivo en detectar animales portadores de la infeccion. Se ha
reportado que el PCR anidado desarrollado para la deteccion de B. bovis tiene la capacidad de
detectar un parasito en 108 eritrocitos, y cuando la prueba se combina con sondas de ADN, la
sensibilidad aumenta a detectar un parasito en 10° eritrocitos. El PCR anidado es una herramienta
muy sensible, sin embargo es mas cara, toma mas tiempo y el riesgo de contaminacion aumenta si

se compara con una técnica de PCR de un solo paso (Figueroa y col., 1993).

A pesar de que tiene bajo nimero de copias en el genoma, la mayoria de genes utilizados como gen
blanco para estas técnicas son los genes de la subunidad pequefa del ribosoma (gen 18s). El
namero de copias de los genes que se usan para la amplificacién de ADN tiene un impacto en la
sensibilidad de la técnica, pues la capacidad de deteccién es directamente proporcional al nimero
de repeticiones de una secuencia. Esto también puede ser una limitante debido a la cantidad de
secuencias génicas disponibles en las bases de datos actuales. Sin embargo, los datos obtenidos
de muchas publicaciones demuestran que la PCR es mucho mas sensibles que el diagndstico por
microscopia y los niveles de parasitemia detectados oscilan entre 0.001 -0,0000001 % (Criado-
Fornelio, 2007).

PCR en tiempo real (qPCR)

La técnica de PCR en tiempo permite amplificar y cuantificar un fragmento especifico de ADN. El
ADN amplificado es cuantificado a la vez que se va generando, es por eso que recibe el nombre de
tiempo real. Esta técnica determina si la secuencia especifica esta presente en la muestra y también
determina el nUmero de copias de esa secuencia mediante deteccion de una sefial de fluorescencia
emitida durante la reaccion de PCR. La sefial emitida es generada por moléculas reporteras
fluorescentes tales como las sondas TagMan y el SyBR Green. Estas moléculas se intercalan en la
doble cadena de ADN y sirven como indicador de la produccién de la secuencia que ha sido
generada en cada ciclo, asi como también facilitan el monitoreo de la reaccion y evitan un proceso
posterior para la interpretacion de resultados, lo que ahorra tiempo y recursos. La sensibilidad de la
técnica es mas alta que la reportada en un PCR convencional. Para la deteccion de Babesia bovis
se ha reportado una deteccion de 0.75 copias de ADN por microlitro de sangre. La desventaja que

presenta este tipo de método es que debido al equipo que se utiliza y las diferentes formas de
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moléculas usadas para la prueba los costos se elevan hasta el doble o triple que un PCR

convencional (Buling y col.,2007; Mosqueda y col., 2012).

Hibridacion de linea reversa (RLB)

La hibridacién de linea reversa consiste en la hibridacién de productos de PCR a sondas de
oligonucleotidos especificas de especie las cuales se encuentran unidas a una membrana. Esta
técnica tiene como ventaja el que se permite la deteccion simultanea de varias especies, parasitos,
cepas, y muestras. Asi como también que en esta técnica la membrana usada para desarrollarla
puede ser reusada hasta 20 veces. Existen desventajas con esta téchica ya que es un procedimiento
costoso que requiere de mucho tiempo. Los primeros reportes que se hicieron sobre la técnica
demuestran que es un método versatil y que permite la identificacion simultdnea de parasitos

transmitidos por garrapatas en sangre de bovino (Gubbels y col., 1999; Mosqueda y col., 2012).
Prueba de amplificacién isotérmica mediada por horquillas.

Existe una prueba de diagnéstico molecular la cual es aun mas sensible que el PCR anidado ya que
es capaz de detectar hasta 6 copias del ADN (Notomi et al., 2000), concentraciones de ADN mayores
a 1 x 102 fg (Besuschio et al., 2017) y porcentajes de parasitemia de hasta 0.000001% (Iseki et al.,
2007). Se trata de la prueba de amplificacién isotérmica mediada por horquillas (LAMP), la cual es
un nuevo método desarrollado para la amplificacion de genes y combina rapidez, simplicidad y una
alta especificidad. Esta prueba tiene un intervalo de tiempo de la reaccion de 30 minutos a 1 hora
y amplifica el gen en cuestion por medio de una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento
de la cadena o helicasa proveniente de un fragmento grande de la ADN polimerasa | de la bacteria
Bacillus stearothermophilus. Debido que esta enzima proviene de una bacteria termdfila solo
requiere una temperatura para poder realizar su actividad dentro de la reaccion, evitando la
necesidad de utilizar equipo de termociclado, que por lo generalmente, es caro. La reaccion requiere
de un juego de cuatro oligonucledtidos, es por esto que aumenta la especificidad de la prueba ya

gue se reconocen hasta seis diferentes regiones del ADN a analizar (Tanner y Evans, 2013).

Estos oligonucleétidos estan constituidos de dos oligonucleétidos internos disefiados especialmente
para las regiones sentido y antisentido, y otros dos oligonucle6tidos externos, aunque también
pueden ser afiadidos dos pares de oligonucledtidos extras, los cuales aceleran ain mas el proceso
de la reaccion (Goto y col.,, 2009). Los oligonucleétidos internos tienen de longitud 23 a 24

nucledtidos y son llamados por sus siglas en inglés “Forward Inner Primer” (FIP) y “Backward Inner
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Primer” (BIP), los cuales contienen dos secuencias distintas correspondientes a las secuencias
sentido y antisentido del ADN blanco, uno para la hibridacion en la primera etapa y el otro para la
auto-hibridacion en las etapas posteriores de la reaccién. Los oligonucleétidos son disefiados
respecto a diferentes zonas del mismo ADN a amplificar, éste se divide en diferentes zonas en donde
los mismos oligonucle6tidos hibridaran. Dentro de ambos extremos de la regién blanco para la
amplificacién del ADN son llamadas F2c y B2, respectivamente. Dos secuencias internas, ubicadas
a 40 nucledtidos del extremo de F2c y B2 son llamados Flc y B1 y dos secuencias (de 17 a 21
nucleotidos) fuera de los extremos de F2c y B2 son designados como F3C y B3 (Figura 11). Dada
esta estructura, las secuencias FIP y BIP son disefiadas de manera en que FIP contiene a la region
Flc, un espaciador de TTTT y la secuencia de F2 complementaria a F2c. BIP contiene la secuencia
de Blc, un espaciador de TTTT y la secuencia complementaria a B2. Los dos cebadores externos
son B3y F3, esta ultima es complementaria a F3c (Notomi y col., 2000).

Disefio de los oligonucledtidos.

Existen diferentes caracteristicas que deben tomarse en cuenta para el disefio de estos

oligonucledtidos.

1. Latemperatura de fusion o Tm, la cual debe conservarse en ciertos rangos. Los oligos FIP y BIP
deben elegirse con una Tm entre 60 y 65°C, y es a este rango de temperaturas en las cuales la
polimerasa puede realizar su accion. Los valores de Tm de Flc y Blc son ligeramente superiores
a los F2 y B2 ya que se tiene como objetivo el que se forme la estructura en forma de horquilla
inmediatamente después de la liberacion del ADN de cadena sencilla, esto es de 64°C a 66°C.
El valor de TM de los oligonucleétidos externos (F3 y B3) es menor que la de F2 y B2 para
asegurar que la sintesis ocurra primero a partir de los oligonucleétidos internos que de los
externos. Para los oligonucleétidos loop la temperatura ideal es de 64°C- 66°C (Notomi y col.,
2000)
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Figura 11. Zonas del ADN blanco y oligonucle6tidos utilizados en la técnica de LAMP. (Mori y
col., 2009)

2. Estabilidad en el extremo de los oligonucledtidos. El extremo de los oligonucleétidos es de vital
importancia ya que sirve como punto de inicio de la sintesis de ADN Yy por tanto debe tener cierto
grado de estabilidad. El extremo 3’ de F2/B2, F3/B3, LF/LB y el extremo F1c/B1c son disefiados
de tal manera que la energia libre es igual o menor a -4 Kcal/mol. El extremo 5 de F1c después
de la amplificacion corresponde al extremo 3’ de F1, por lo que la estabilidad es importante. La
reacciéon ocurre hacia un cambio negativo de energia libre (AG). El alineamiento entre el
oligonucledtido y el gen blanco es unareaccién equilibrada, y la reaccion de alineamiento procede

con un AG menor.

3.- Contenido de GC. Los oligonucleotidos son disefiados con un contenido de GC de 40 a 65% o
idealmente de 50-60%.

Durante éste proceso isotérmico se obtiene un producto que contendra diferentes sitios para la
sintesis de ADN, siendo las regiones finales de las horquillas formadas y sitios de alineamiento para
los oligonucleétidos internos. Cuando hay hibridaciones en estos sitios los productos crecen y
forman mas estructuras llamadas concatameros (moléculas de ADN que contienen copias multiples
de una misma secuencia de nucle6tidos dispuestas en serie 0 multiples repeticiones en tAndem) con
mas sitios de hibridacion (Notomi et al., 2000). El resultado final obtenido son estructuras de diferente
talla molecular los cuales pueden ser detectados por varios métodos, tales como de colorimetria,
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turbidez y fluorescencia, acortando asi el tiempo en el cual se puede obtener el resultado (Goto et
al., 2009). Estos métodos de observacidbn pueden ser fluorocromos intercalantes tales como:
marcadores de &cidos nucleicos como SYBR Green y bromuro de etidio. Otro método usualmente
aplicado en la observacion de los resultados es a través de la turbidez generada por la precipitacion
del pirofosfato de magnesio, lo cual es el resultado de la polimerizacion del ADN por medio de la
enzima ADN polimerasa en donde los iones de los pirofosfatos son liberados de los dNTP’s como
producto. Cuando se produce una gran cantidad de iones pirofosfato, estos reaccionan con los iones
de magnesio que se encuentra en el amortiguador usado para la reaccion de LAMP, lo que nos lleva
al producto de pirofosfato de magnesio:

(DNA)n-1 + dNTP — (DNA) +P2074"
P207* + 2Mg?* — Mg2P207

También existen los métodos colorimétricos usando indicadores de iones de metal que utilizan un
cambio de espectro tales como el azul de hidroxinaftol (HNB) o la calceina, (Mosqueday col.,2012)
4) sondas acopladas a nanoparticulas (Seetang-nun y col., 2013), 5) dispositivos de flujo lateral
(Murray et al., 2013).

La eficiencia de amplificacion del método de LAMP es extremadamente alta debido a que no hay
pérdida de tiempo en cambios térmicos al ser una reaccion isotérmica y es poco probable que ocurra

la inhibicion de la reaccion en la dltima etapa de amplificacion (Mori y col., 2001).

JUSTIFICACION
La babesiosis bovina es una enfermedad ocasionada por el hemoparasito B. bovis. Esta enfermedad
ocasiona grandes pérdidas tanto econémicas como de cabezas de ganado bovino, siendo las mas
afectadas la produccion de leche, carne y pieles. El uso de métodos de diagnostico es importante
para dar un tratamiento oportuno y dar seguimiento a la poblacién infecta, asi como al ganado que
introducido a un nuevo hato. Sin embargo, se requiere de equipo especializado, costoso y personal
altamente capacitado. El método de LAMP ha sido propuesto para ser aplicado en el diagndstico
rapido, econdémico, sensible y especifico de una gran cantidad de patdgenos. El principal reto del

disefio de la técnica de LAMP es el riguroso disefio de oligonucleétidos. La técnica de LAMP
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publicada actualmente y desarrollada para B. bigemina y B. bovis presenta limitantes en el disefio

de oligonucledtidos al detectar Unicamente cepas de China.

HIPOTESIS
El método de diagnéstico molecular LAMP es una alternativa mas sensible y especifica para la

deteccién de Babesia bovis en comparacion con la PCR anidada.

OBJETIVOS

General
Disefar el método LAMP para el diagnéstico molecular del parasito Babesia bovis.

Especificos

Estandarizar la técnica LAMP para detectar a B. bovis.
Determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica LAMP para la deteccion de B. bovis.

Comparar la sensibilidad de las técnicas moleculares LAMP y PCR anidada para la deteccién de B.

bovis.

METODOLOGIA

Disefio de los oligonucledétidos para la deteccion de B. bovis por el método de LAMP

Los oligonucleétidos utilizados en este estudio se realizaron de la siguiente manera. Para elegir la
secuencia que se utilizé en el disefio de los oligonucledtidos primero se realizé una blsqueda de
secuencias similares en el programa BLAST (National Center for Biotechnology Information), de las
secuencias de interés. Posteriormente se realiz6 un alineamiento multiple en el programa MUSCLE
utilizando la secuencia del gen elegido para el disefio de oligonucleétido. En este alineamiento se
consideraron todas las cepas de B. bovis reportadas en Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
En esta tesis no se indica el nombre del gen ni la secuencia debido a que esta en proceso de patente.
Una vez realizado el alineamiento multiple se determiné la secuencia consenso, es decir se realizé
el andlisis para identificar las bases conservadas y variables entre cepas, las regiones con bases
variables no fueron tomadas en cuenta para este estudio. El disefio de oligonucle6tidos se basé en
considerar las condiciones reportadas por Notomi y colaboradores en el 2000, las cuales incluyen
analizar el contenido de G+C, formacién de hairpins, homodimero y heterodimeros. Para comprobar

la especificidad de los oligonucledétidos se utilizo el programa bioinformético Megablast de NCBI
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(National Center for Biotechnology Information).
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias y representacién esquematica de las zonas donde se

disefiaron los oligonucleétidos para la técnica de LAMP.

Extraccion y cuantificacion del ADN genémico de B. bovis

Para la extraccion de ADN gendmico (ADNg) de Babesia bovis cepa Colima, se utiliz6 sangre de
bovino con una parasitemia de 1.5%. La extraccion se realizé por medio del kit DNAeasy Blood
&Tissue de QIAGEN segun las especificaciones del fabricante y con modificaciones. La modificacion
hecha a la técnica fue resuspender el paquete de eritrocitos con PBS pH 7.3 y se afiadié un paso
de lavado con etanol al 70 % al final del método con la intencion de eliminar contaminantes como el
hierro. EI ADNg de B. bovis se cuantificé en un nanodrop 2000 (Thermo Scientific) a 260 nm,
adicionalmente se evaluaron los rangos 260/280 y 260/230. La integridad del ADNg se analizé en

un gel de agarosa al 0.8 % tefiido con red gel.
Estandarizacion de la prueba LAMP.

Para estandarizar la prueba de LAMP utilizando el ADNg de la cepa de campo se realizo la

siguiente mezcla de reaccion:
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Tabla 1. Mezcla de reaccion utilizada para el desarrollo de LAMP
Reactivos Concentracion inicial Concentracion final
Oligonucledtido FIP 20 uM 0.4 uM
Oligonucleotido BIP 20 pM 0.4 uM
Oligonucledtido F3 20 uM 0.2 uM
Oligonucledtido B3 20 uM 0.2 uM
Desoxirriboucleodtidos trifosfato (NNTPs) 10 mM 1.4 uM
Betaina 10 mM 0.8 mM
Thermo buffer 10 X 1X
MgSO. 100 mM 6mM
Bst polimerasa 8000 u/ul 320 U/ ul
Agua grado biologia molecular -
ADN blanco 11.2 ng 1.2ng

Con la finalidad de estandarizar la temperatura de incubacién, la mezcla de reaccién se incubé por
1 h en un rango de temperatura de 60-65 ° C seguida de una incubacion a 83°C por 3 min para
inactivar la enzima Bst pol. Para cada ensayo de LAMP se incluyd un control negativo, en el cual se
adicion6 1 pl de agua libre de nucleasa en sustitucion del ADNg. El resultado fue analizado utilizando
gel de agarosa al 1.5 % tefiido con gel red. El gel fue visualizado utilizando el fotodocumentador
Biorad®.

Prueba de especificidad de los oligonucle6tidos para la deteccion de B. bovis.
La especificidad de la técnica fue evaluada utilizando la mezcla de reaccion de la Tabla 1. Para cada
reaccion se adicion6 30 ng del DNAg de las siguientes especies; B. bovis, B. bigemina, Anaplasma

marginale, Homo sapiens, Rhipicephalus microplus y Bos Taurus en tubos separados. La mezcla de
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reaccién se incub6 a 63°C por 1h y a 83°C por 3 min. Los resultados fueron visualizados en un gel

de agarosa al 1.5 % tefiido con red gel y analizado en un fotodocumentodor (Biorad®).

Prueba de sensibilidad de LAMP para la deteccién de B. bovis.

Para determinar la sensibilidad de la técnica LAMP para la deteccién de la sencuencia blanco de B.
bovis, se realizdé una diluciéon seriada de 1x10%-1x10%°, utilizando 30 ng de ADNg de B. bovis. La
reacciéon de LAMP fue hecha para cada dilucion utilizando la mezcla de reaccién mostrada en la
Tabla 1. Para el control negativo se utilizé 1 pul de agua libre de nucleasas en sustitucién del ADNg.
Cada una de las reacciones se incub6 a 63°C por 1 hy 3 min a 83°C. Las reacciones se analizaron

en un gel de agarosa al 1.5 % tefido con red gel y visualizado en un fotodocumentodor (Biorad®).
Prueba de sensibilidad de la PCR anidado para la deteccion de B. bovis.

La PCR anidada se realizo utilizando 12.5 pl de master mix (My Tag Mix, Bioline), 10 pM de primer
BOF, 10 Pm de BOR, 9.5 pl de agua libre de nucleasas, 11.7 ng de ADNg. El programa utilizado
fue el publicado por Figueroa y col en 1994, que consistié en un ciclo de 95°C por 3 min; 35 ciclos
de 95°C por 30 seg; 55°C por 45 seg y 72°C por 1 min, la extension final fue de un ciclo a 72°C por
10 min. La segunda PCR fue utilizando 12.5 pl de master mix (My Taqg Mix, Bioline), 10 pM de primer
BOFN, 10 pM y 10 pM de BORN, 5.5 pl de agua libre de nucleasas por ultimo se adicionaron 5 pl
del producto de PCR de la primer reaccion. El programa utilizado fue el mismo utilizado en la primer
reaccion con 25 ciclos. Las reacciones se analizaron en un gel de agarosa al 1.5 % tefido con red

gel y visualizado en el fotodocumentodos (Biorad®).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una de las principales consideraciones para realizar un buen diagnéstico es la calidad y cantidad de
ADN obtenido. En cuanto a la extracciéon de ADNg se pudo observar que el ADNg extraido posee
las caracteristicas 6ptimas para realizar pruebas moleculares tales como el LAMP y la PCR anidada.
Se pudo considerar la pureza de la muestra como 6ptima, ya que no se encuentré contaminado con
proteinas. Cabe resaltar que una contaminacién por proteinas puede interferir con la dinamica de
reaccion con pruebas moleculares como la PCR, sin embargo la prueba de LAMP posee una
tolerancia mas alta a los inhibidores para un diagnéstico tipico realizado por PCR (Kaneko y col.,
2007).

La espectrofotometria permite valorar la cantidad de acidos nucleicos, asi como la pureza, pero no

informa acerca de la integridad de los mismos. En cuanto a la concentracion de ADN para la
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realizacion de la PCR anidada se sugiere una concentracion inicial de 10 ng (Figueroay col., 1992).
La cantidad obtenida en la extraccién de ADN fue de 11.7 ng y fue la cantidad Optima para realizar
las pruebas sin ajustar la concentracién en un volumen final, demostrando asi que esta cantidad es

suficiente para realizar una PCR anidada.

Para evaluar la integridad del ADNg, la muestra obtenida se analiz6 en un gel de agarosa al 1%
tefiido con el agente intercalante GelRed®. En la Figura 13 se puede observar en el carril 2 en ADNg
obtenido, observandose una sola banda de alta talla molecular y ademas se observa que no hay
manchas difuminadas en relacién a las bandas presentes, por lo que se puede inferir que la muestra

de ADN posee la integridad deseada.

MP 1

1013 —

300 —
100 —

Figura 13. Integridad del ADNg obtenido de una muestra de sangre de bovino infectado con B.
bovis. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con red. Carril 1. Marcador de talla molecular de 100 pb
(Bioline); Carril 2. ADN g Figura 1. Integridad del ADNg

Una vez obtenido el ADNg con las condiciones adecuadas para ser utilizado en el método de LAMP,

se realizé el ensayo de LAMP como esta indicado en la metodologia. Para determinar la temperatura
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ideal de amplificacion con los oligonucleétidos disefiados las muestras se sometieron al analisis de
gradiente de temperatura sin alterar las concentraciones de los demas reactivos involucrados en la
reaccién y valorar asi la estandarizacién de la técnica de LAMP, los cuales se mencionan en la Tabla
1 (Tanner & Evans, 2013). Para la obtencién de los resultados se utilizaron geles de electroforesis
de agarosa a una concentracion de 1.5% debido a la naturaleza de la técnica y a la obtencién de
isoformas de los amplicones generados en la reaccién; cabe resaltar que una amplificacién tipica de
la técnica LAMP se observa como un barrido en una muestra positiva. Adicionalmente, se evalué el
rango de temperaturas que van de 60°C a 65°C, debido a que la enzima Bst polimersa utilizada en
el método de LAMP se activa en un rango de temperatura que va de los 60 a los 65 °C. Se observo
gue la temperatura éptima de amplificacion para la reaccion de LAMP fue menor a los 65°C, donde
no se observa el producto amplificado (Figura 14). Este resultado nos sugiere que la técnica puede
llevarse a cabo en un rango de temperatura de 60°C a los 64°C, por lo que si la técnica se llega a
utilizar como prueba de campo o en un laboratorio de bajos recursos utilizando un calentador o bafio

Maria con ese rango de temperatura obtendriamos un resultado positivo.
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Figura 14. Estandarizacion de temperatura para el desarrollo de la técnica de LAMP. Gel de agarosa
tefiido 1.5% tefido con red gel. Carriles: MP. Marcador de talla molecular de 1 kb (Bioline); 1.Control
negativo; 2. 60°C; 3. 61°C; 4. 62; 5. 63°C; 6. 64°C; 7. 65°C.

Para la realizacion de las siguientes pruebas del experimento, se seleccioné la temperatura de 64°C
como la 6ptima debido a la intensidad de la amplificacion presentada en el gel. A su vez es necesario
hacer notar que la prueba requiere de un proceso de inhibicién de la enzima como paso final, el cual
requiere de una temperatura de 80 °C por 3 minutos y el tiempo de reaccién se establecié siguiendo
la investigacion de XiaoBo y col., 2016, quienes determinaron respecto a un rango de tiempo desde
los 10 a 60 minutos que el tiempo adecuado de la reaccion es de 60 minutos. El resultado de esta
estandarizacion es de un programa de 64°C por 60 minutos y 3 minutos de inactivacion de la enzima
a 80°C.

El andlisis para evaluar la especificidad de los oligonucle6tidos empleados se desarrollé por medio
de pruebas de LAMP que contenian la misma concentracién de reactivos pero cambiando el tipo
de ADNg blanco para analizar. Debido a que es muy comdn encontrar co-infecciones en las
muestras de campo, se utilizaron extracciones de ADNg de bovino no infectado, muestra de ADNg
de garrapata R. microplus, ADNg humano, ADNg de Babesia bovis, ADNg de Babesia bigemina, y
ADNg de Anaplasma marginale, con la finalidad de comprobar que no se obtienen amplificaciones
inespecificas con los oligonucledtidos disefiados con material genético que pudiera ocasionar alguna

prueba cruzada por manipulacién o coinfeccion. Se observo que los oligonucle6tidos son especificos
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a especies ya que solo se obtuvo amplificacion en la muestra que contenia el ADNg de B. bovis
(Figura 15).

MP1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 15. Analisis de especificidad de la prueba de LAMP para la deteccién de B bovis. Gel de
agarosa tefiido con red gel al 1.5 %. Carriles: MP. Marcador de talla molecular de 100 pb (Bioline);
1. ADNg de Babesia bovis cepa Chiapas; 3. ADNg de Babesia bigemina; 4. ADNg Anaplasma
marginale; 5. ADNg de bovino no infectado; 7. ADNg humano; 8. ADNg de garrapata R. microplus

Para comparar la técnica molecular las técnicas moleculares utilizada para el diagnostico de B.
bovis, primero se realizaron diluciones seriadas de 10%-10° con la finalidad de diluir
exponencialmente la muestra de ADNg de B. bovis cepa Colima. Las diferentes diluciones realizadas
fueron sometidas a la técnica de PCR anidada y a la prueba de LAMP al mismo tiempo y por
triplicado. La técnica de PCR anidada detecto una concentracion minima de 0.0112 ng, mientras
que la prueba de LAMP detecta una concentracion minima de 1.12x10 ® ng. La diferencia de
sensibilidad de ambas pruebas fue de 1x10° ng, siendo la prueba de LAMP mas sensible en

comparacion a la prueba de PCR anidada (Figura 16).
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La técnica de PCR anidada publicada por Figueroa y colaboradores en 1992, tiene muchas limitantes
debido a que las secuencias que utilizaron para el disefio de los oligonucleétidos en ese momento
no fueron confirmadas por secuenciacion para ser especificas en la deteccion de B. bovis. Las bases
de datos y programas actuales han permitido mejorar el disefio de los oligonucleétidos para la
deteccidn género y especie especificos. En este caso los oligonucleétidos disefiados para la técnica
de PCR anidada carecian de una base de datos mas robusta y de informacion para el disefio de
estos oligonucleétidos. El disefio de oligonucleétidos para la técnica de LAMP presentada en este
trabajo fueron hechos bajo estrictos analisis bioinforméticos, tomando en consideracion todas las
secuencias gendmicas reportadas a nivel mundial en el Genbank. En el caso de la prueba de LAMP,
se utiliz6 una secuencia de un gen conservado en todas las cepas de B. bovis reportadas en la base

de datos Nucleotide.
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Figura 16. Determinacion y comparacion de sensibilidad de las técnicas PCR anidada (Figueroa y
col., 1994) y LAMP para la deteccion de B. bovis. A. Prueba de PCR anidada para la deteccion de
B. bovis diluciones 1x102-1x10. Carriles: MP. Marcador de talla molecular de 1kb (Bioline); 1.
Control positivo; 2-11. Diluciones 1x102-1x10*!. 13. Control negativo. La flecha indica un amplicén
de ~291 pb. B. Prueba de LAMP para la deteccién de B. bovis diluciones 1x102-1x10*!. Carriles:
MP. Marcador de talla molecular de 1kb; 1. Control negativo; 2. -; 3. Control positivo; 4-13. Diluciones
1x10%-1x10%.
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La babesiosis bovina es una enfermedad con alto impacto econémico en los paises ganaderos. En
México, el sector ganadero es de vital importancia para la economia del pais ya que se ubica en el
séptimo lugar a nivel global en términos de cuanto ganado es producido para fines comerciales. En
el 2010, los bovinos constituian la segunda especie ganadera mas importante en el pais después
de la ganaderia avicola. A pesar de los pronosticos en incremento de la produccion, las
enfermedades parasitarias permanecen como un factor importante ya que impactan directamente a
la productividad del ganado bovino en México. Estas enfermedades parasitarias pueden obstaculizar
el comercio internacional de ganado, por ejemplo el ganado que se intenta exportar a E.E.U.U es
inspeccionado en los puertos de entrada y son regresados a México si se encuentra infestado de
garrapatas que pueden ser portadoras de enfermedades como la babesiosis (Rodriguez y col.,
2017). Debido a esto es de vital importancia el disefio de pruebas que tengan un nivel de deteccion
alto, puedan ser realizadas por personal que no se encuentre capacitado y sobre todo que sea una
prueba poco costosa. Las diferentes pruebas que se han desarrollado para el diagnostico del
parasito, tales como el PCR, PCR anidado (AbouLaila y col., 2010), PCR multiplex (Figueroa y col.,
1993), gPCR (Iseki y col., 2007) y RLBH (Georges y col., 2001; Paoletta y col., 2017; Silva y col.,
2010), aumentan la sensibilidad y especificidad, proporcionando resultados certeros. Sin embargo,
muchas de estas pruebas son caras, requieren equipo y personal especializado ademas de que son

tardadas.

Existen dos reportes previos de disefio de la técnica de LAMP que son capaz de detectar tanto a B.
bovis como B. bigemina. La primer técnica de LAMP se desarroll6 por Liu y col (2012), en China.
Los oligonucledtidos que se utilizaron fueron disefiados a partir de los espaciadores transcritos
internos (o por sus siglas en inglés ITS) de esas especies. Sin embargo, esta prueba podria no ser
aplicable para otras partes del mundo ya que aunque la prueba no demuestra una reaccién cruzada
con otro tipo de organismos esta no fue probada con otras cepas de diferentes partes del mundo,
por lo cual se limita la aplicacion de la prueba al mismo pais de donde se desarrolld, ademés de que
se ha reportado que las secuencias ITS son en extremo variables, por lo que es contraproducente
extrapolar su uso a otros paises con las mismas secuencias. La segunda técnica se desarrollo en
2016. En esta investigacion la prueba de LAMP se asocié con un unas tiras marcadas con
isotiocianato de fluoresceina como nuevo método de visualizacidn de los resultados y se disefiaron
los oligonucledtidos respecto al gen del Citocromo b para detectar tanto a B. bovis como a B.

bigemina. La técnica también demostrd ser altamente especifica y rapida, sin embargo los gastos
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por inversién que requiere la técnica son altos, debido a la elaboracion de las tiras para la

visualizacién de los resultados (Yang y col., 2016).

CONCLUSION
La técnica de LAMP para la deteccién de B. bovis mostré ser especifica y mas sensible que la prueba

de diagndstico de PCR anidada reportada por Figueroa y colaboradores.

La técnica de LAMP resulta ser una opcién para el diagnéstico molecular de B. bovis.
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