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APRESENTACAO

O campo das Ciéncias Agrarias e Ambientais desempenha um papel fundamental
na compreensdo e solucdo dos desafios contemporaneos relacionados a producédo de
alimentos, a conservagao ambiental e ao bem-estar animal. Em um mundo em constante
transformacéo, questées como a sustentabilidade dos agroecossistemas, o manejo
eficiente dos recursos naturais e a saude publica se tornam cada vez mais relevantes.
E com este espirito que apresentamos o volume Il da coletanea "Estudos em Ciéncias
Agrarias e Ambientais"”, que reline pesquisas de autores de diversas partes do mundo,
cada um contribuindo com sua perspectiva e expertise Unicos.

Os quinze artigos que compdem este volume abordam uma variedade de
topicos, refletindo a riqueza e a diversidade das Ciéncias Agrarias. Desde praticas
conservacionistas que buscam melhorar e manter agroecossistemas, até investigacoes
sobre o uso de fitohormonas e fertilizagcao na producao vegetal, o uso de tecnologias de
processamento de madeira e a promogao do bagre armado - cada estudo traz a tona
questdes cruciais que impactam tanto a producédo agricola quanto a saide ambiental.

Neste volume, também exploramos a crescente relevancia dos produtos agricolas
locais, especialmente em tempos desafiadores como os que vivemos, marcados pela
pandemia da COVID-19. A importancia de circuitos curtos de proximidade se torna
evidente, promovendo néo apenas a seguranca alimentar, mas também a resiliéncia das
comunidades.

Além disso, as contribuicoes da veterinaria destacam a importancia do cuidado
animal e da saude publica, ilustrando a interconexao entre os seres humanos, os animais
e 0 meio ambiente.

Esperamos que esta coletanea ndo apenas informe, mas também inspire debates
e colaboracoes futuras entre pesquisadores, profissionais e estudantes da area. Juntos,
podemos avancar em direcdo a um futuro mais sustentavel e equilibrado, em que
conhecimento pesquisa sejam os pilares para solugoes efetivas.

Agradecemos a todos os autores e colaboradores que tornaram este trabalho
possivel. E nossa esperanca que os estudos aqui apresentados contribuam para um
entendimento mais profundo das questbes agrarias e ambientais, e que possam servir de

base para novas investigacdes e praticas inovadoras.

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: E| diagnostico especifico de la
babesiosis, que es causada por el piroplasma
Babesia bovis y B. bigemina, se realiza por la
identificacion del parasito en frotis sanguineos
tefidos con Giemsa. Aunque el diagndstico
oportuno puede ser realizado por medio
de frotis sanguineos, no siempre puede ser
visualizado el parasito en la etapa temprana de
lainfeccioén. La amplificacion de ADN mediante
la prueba de PCR (Polymerase Chain Reaction,
por sus siglas en inglés) es una rapida técnica
que permite incrementar la sensibilidad para la
deteccidn de Babesia spp. En este trabajo se
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determina el nivel de sensibilidad y especificidad de ambas pruebas, frotis sanguineo y
PCR, para detectar B. bigemina durante la fase temprana de la infeccion. Se utilizaron
muestras de sangre congelada de bovinos provenientes de una zona libre de garrapatas
y que fueron posteriormente infectados experimentalmente mediante la inoculacion de
un estabilizado de eritrocitos infectados con B. bigemina, el cual habia sido mantenido en
criopreservacion a -196°C en nitrogeno liquido. Se encontrdé que la prueba de PCR tuvo
un 100% de sensibilidad y un 94.44% de especificidad y en el caso del frotis sanguineo se
obtuvo un 100% tanto de sensibilidad como de especificidad. La prueba de PCR para el
diagndstico de B. bigemina es lo suficientemente sensible y especifica para la deteccién
oportuna de la babesiosis durante su fase temprana.

PALABRAS CLAVE: Babesia bigemina. Diagnéstico. Frotis. PCR.

COMPARACAO DE TESTES DIAGNOSTICOS DIRETOS PARA DETECCAO DE Babesia
bigemina EM BOVINOS

RESUMO: O diagnostico especifico da babesiose, causada pelos piroplasmas Babesia
bovis e B. bigemina, é feito pela identificacdo do parasita em esfregagos de sangue
corados com Giemsa. Embora o diagndstico oportuno possa ser feito através de
esfregacos de sangue, o parasita nem sempre pode ser visualizado na fase inicial da
infecgdo. A amplificagdo do DNA através do teste PCR (Polymerase Chain Reaction)
é uma técnica rapida que permite aumentar a sensibilidade para deteccao de Babesia
spp. Neste trabalho é determinado o nivel de sensibilidade e especificidade de ambos os
testes, esfregaco de sangue e PCR, para detectar B. bigemina durante a fase inicial da
infeccdo. Foram utilizadas amostras de sangue congelado de bovinos de uma zona livre
de carrapatos que foram posteriormente infectados experimentalmente por inoculacao
de um estabilizado de eritrocitos infectados com B. bigemina, que foi mantido em
criopreservacéo a -196°C em nitrogénio liquido. Verificou-se que o teste PCR apresentou
100% de sensibilidade e 94,44% de especificidade e no caso do esfregaco de sangue
foram obtidos 100% tanto de sensibilidade quanto de especificidade. O teste PCR para
o diagnostico de B. bigemina é suficientemente sensivel e especifico para a detecgao
oportuna da babesiose na sua fase inicial.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia bigemina. Diagnostico. Frotis. PCR.

1INTRODUCCION

La babesiosis bovina conocida también como fiebre de Texas o fiebre de la
garrapata o aguas rojas, es causada por protozoarios intraeritrociticos del género
Babesia que son transmitidos por garrapatas (McCosker, 1981). El 70% del total de
cabezas de ganado bovino que existe en México, se encuentra en zonas tropicales
y subtropicales que son endémicas de la garrapata vector y consecuentemente de la
babesiosis (Avila T, 2009).

Existen mas de 70 especies de protozoarios del género Babesia, distribuidas

alrededor del mundo; de las cuales solo 18 causan enfermedad en diferentes mamiferos
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domésticos (Levine, 1980). De estas, tres especies destacan por su importancia
economica al afectar al ganado bovino (OIE, 2021). Estas especies son: Babesia bovis,
Babesia bigemina, y Babesia divergens (Bock et al, 2004; OIE, 2021). En México existen
las dos especies de mayor importancia econémica B. bovis y B. bigemina (Toussaint et al,
1905; Alvarez et al, 2019).

Los Médicos Veterinarios buscan el control de enfermedades para mejorar el
ganado, sin embargo, la babesiosis es una enfermedad donde el médico encuentra una
de sus principales limitantes al no contar con una vacuna comercial (Alvarez, et al, 2020;
Bock et al., 2004). Los métodos de control y protocolos de prevencion, pretenden hacer
mas eficientes las condiciones epidemiolodgicas, sin embargo, las pruebas diagnosticas
se han convertido en una herramienta excepcional para el control de las enfermedades
parasitarias. La utilizacion del laboratorio permite conocer los agentes causales, no
obstante, muchas de estas pruebas presentan una mayor o menor sensibilidad diagnéstica
(OIE, 2023). Debido a esto en este trabajo se pretende determinar el nivel de sensibilidad
y especificidad que hay entre dos pruebas directas, el frotis sanguineo que es una de las
técnicas mas utilizadas y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) que es una de las técnicas de eleccion ya que se pueden utilizar volimenes muy

reducidos de muestra para detectar la presencia del parasito (OIE, 2021; 2023).

11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La babesiosis bovina es la enfermedad protozoaria transmitida por garrapatas
que tiene mayor importancia econdémica en la ganaderia de regiones tropicales. Al menos
1.3 billones de animales domésticos estan en riesgo de ser infectados, y la mayoria de la
poblacién mundial bovina estimada (1.2 x 10°) esta potencialmente expuesta a uno o mas
especies de Babesia sp. (Solorio, 1997).

La amplia distribucion geogréfica de la babesiosis bovina representa un serio
problema para la ganaderia, especialmente en los paises en desarrollo. Se considera que
es un obstaculo especialmente para la introduccion de ganado procedente de zonas libre
de garrapatas y que es genéticamente especializado en la produccion de carne o leche.
La presencia de estos parasitos en el ganado es una de las causas mas importantes
de morbilidad y mortalidad (McCosker, 1981). La poblacion de ganado bovino en México
asciende a cerca de 25 millones de cabezas (Avila T., 2009), de las cuales el 70% del
inventario nacional de ganado bovino se ubica principalmente en el tropico bajo (Solis,
1991). Esta problematica hace necesaria la implementacion de métodos de prevencion y

de control que deben estar basadas en un sistema de diagnostico efectivo. Sistema que,
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ademas de indicar la infeccion individual, permita conocer la situacion epidemiologica
de la babesiosis en un hato y en una regién determinada (Alvarez et al, 2019). Existen
distintos tipos de métodos de diagndstico, una de las formas directas del diagnostico es la
observacion del parasito mediante la elaboracion y examen microscopico de extendidos
sanguineos tefiidos con Giemsa (Solorio et al., 1997). Este es el método mas sencillo y
economico, con alta especificidad, pero regular sensibilidad, y a pesar de ser util solo en
la fase aguda de la enfermedad el método ha sido, y continta siendo utilizado como la
primera herramienta de trabajo para la identificacion y confirmacion de los organismos
protozoarios (Figueroa et al., 2003).

Las técnicas de tipo indirecto permiten la deteccion de anticuerpos especificos
circulantes (Alvarez et al, 2019). La prueba de inmunofluorescencia indirecta es el
método serolégico mas usado para el diagndstico de la babesiosis bovina (Solorio et al.,
1997; Rojas-Martinez et al, 2018) sin embargo, presenta ciertas desventajas ya que los
anticuerpos anti-parasito pueden estar presentes en el suero hasta algun tiempo después
de iniciada la infeccion, o pueden persistir por mucho tiempo posterior a la resolucién de la
infeccion, ademas en los paises donde se producen y comercializan vacunas anti-Babesia,
los animales inmunizados pueden tener anticuerpos que confundirian el diagndstico, todo
esto pudiera ser un problema en términos epidemiolégicos (Figueroa et al., 2003).

A diferencia de otros métodos, la prueba de PCR detecta informacién genética en
vez de proteinas, esta técnica es rapida e incluso mas sensible que otros métodos, ya que
se puede cuantificar la carga viral, bacteriana o parasitaria, y si el producto amplificado es
secuenciado, permite investigar la fuente de la infeccion (Radford, 2009). Sin embargo, su
aplicacién puede presentar algunos inconvenientes como son los problemas asociados a
la contaminacion de amplicones (productos ADN de previas amplificaciones), el elevado
costo de los materiales y reactivos necesarios, asi como los intensos y laboriosos métodos
de deteccion posteriores a la técnica de PCR (andlisis de productos amplificados)
(Figueroa et al., 2003).

La utilizacion de la prueba de PCR para diagnostico, propicia avances
significativos no solo en el diagnéstico de la enfermedad, permitiendo disefiar métodos
de diagndstico altamente eficientes, sino también en estudios epidemioldgicos (Figueroa
et al., 1993, 1998).

1.2 HIPOTESIS

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) basada en el gen VESA-1

como diana, es mas efectiva para detectar la infeccion por Babesia bigemina en sangre de
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bovinos y tiene mayor sensibilidad analitica y epidemioldgica que el examen microscoépico
de frotis tenidos. La prueba de PCR basada en la amplificacion del gen SBP4 provee una
alternativa para el diagnostico de B. bigemina demostrando la misma sensibilidad que la
prueba de PCR con el gen VESA-1.

1.3 OBJETIVOS

Comparar dos métodos de diagnostico directo de B. bigemina para determinar
cual es mas confiable de acuerdo con el nivel de sensibilidad analitica y epidemioldgica
que ofrece cada uno.

Comparar dos pruebas de PCR con distintos genes blanco de B. bigemina, con
la finalidad de determinar la sensibilidad analitica en el diagnostico de B. bigemina en

animales experimentalmente infectados.

1.4 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La Babesiosis bovina es una enfermedad febril transmitida por garrapatas y es
causada por parasitos del genero Babesia que generalmente se caracteriza por una lisis
eritrocitica extensiva que conduce a anemia, ictericia, hemoglobinuria y muerte (Bock
et al, 2004). Aungue se han reportado mas especies de babesia alrededor del mundo,
en LatinoAmeérica solo existen dos de ellas: Babesia bovis y Babesia bigemina. Ambas
especies de Babesia comparten la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) spp. como vector
para su transmision biolégica al ganado. (Alvarez et al, 2020). En condiciones de campo
se presentan regularmente infecciones mixtas con ambas especies de Babesia e incluso,
asociadas a otras enfermedades como la anaplasmosis. B. bovis y B. bigemina afectan al
ganado de manera distinta y por lo tanto el curso de la enfermedad varia dependiendo
de la especie involucrada (Figueroa et al 1993). La importancia de la babesiosis en el
tropico mexicano radica en que la infeccion por este parasito intraeritrocitico provoca
grandes pérdidas econdmicas para los ganaderos, suele ser un obstaculo para mejorar
la produccion de carne y leche, lo cual exige encontrar un método de diagndstico
efectivo y métodos de control que ayuden a revertir el déficit que México tiene con
respecto a importaciéon de leche y carne de origen bovino. Las pérdidas se relacionan
directamente con la pérdida de peso en animales enfermos, abortos, gastos por uso de
farmacos y atencion especializada, ademas de las pérdidas directas por la muerte de
los animales (Alvarez et al., 2019). Ademas, los animales afectados al recuperarse de
la presentacion aguda de la enfermedad generalmente se mantienen como portadores

asintomaticos por afos, pudiendo ser vectores de infeccidn hacia los animales sanos y

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais Il Capitulo 11 m



dificilmente alcanzan los niveles de produccion perdidos (Mahoney, 1994). Actualmente
se considera que la babesiosis bovina es una enfermedad que limita la movilizacién
de ganado productor de leche y/o carne, procedente de zonas libres de garrapatas y
de Babesia spp., que es trasladado a regiones tropicales y subtropicales. Este tipo de
ganado es altamente susceptible a la enfermedad, debido a que nunca ha sido expuesto
al vector, ni a Babesia spp. (Ross y Mahoney, 1972). Por esta razén es importante la
determinacion de la estabilidad enzodtica en un rancho o regidn endémica en particular.
Para el diagnostico de esta enfermedad, se requiere de técnicas que permitan disefar
los procedimientos de prevencion y/o controles mas adecuados (OIE, 2021; 2023).
Rutinariamente se recurre a la observacion de las manifestaciones clinicas propias de la
babesiosis, ademas de la identificacion de alteraciones patoldgicas, cambios bioquimicos
y evidencias pasadas o presentes de la exposicion al agente (Bose et al, 1995). El método
mas utilizado desde hace afos ha sido la identificacion de los parasitos babesiales en
la sangre periférica en frotis tefidos ya que es un método confiable y rapido, aunque
requiere una meticulosa revision y un microscopista experimentado (Bose et al, 1995;
OIE, 2021). Entre las técnicas directas también se encuentran las improntas de 6rganos,
la prueba de hemolinfay la prueba de PCR. Esta ultima es una de las técnicas que ofrece
importantes ventajas sobre los métodos convencionales de diagndstico por su alta
sensibilidad y especificidad (Figueroa et al., 2003). Los métodos inmunoldgicos son Utiles
en estudios epidemiologicos, sin embargo, en situaciones en las cuales se precise de la
determinacion a nivel especie, y la deteccion directa del material genético parasitario,
es mejor el uso de sondas de acidos nucleicos o técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos, tal como la prueba de PCR (Figueroa et al., 2003). Para el diagnéstico de la
babesiosis bovina, la implementacion de métodos de control y estrategias de prevencion,
deben estar basadas en un sistema de diagnostico efectivo, que ademas de indicar la
infeccion individual establezca las condiciones epidemioldgicas de la babesiosis en un
hato y en una region determinada El diagnostico puede efectuarse de manera directa
o indirecta. Una de las formas directas del diagnodstico es la observacion del parasito
mediante frotis tefidos. Sin embargo, su desventaja radica en que su uso esta limitado
a la fase aguda de la enfermedad, debido que aun en casos fatales la parasitemia muy
pocas veces rebasan el 1% de eritrocitos parasitados. Pese a esto el frotis es una de las
técnicas confiables, aunque se requiere un microscopista con un ojo experimentado y
una revision meticulosa; se ha considerado su utilidad en el reconocimiento de ganado
portador de Babesia spp. (Alvarez M, 2019). Ademas, gracias a los avances en tecnologia

molecular se ha hecho posible el uso y analisis de acidos nucleicos para la deteccion del
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parasito en sangre circulante de bovinos infectados, los métodos mas utilizados en el
pasado reciente son la hibridaciéon de sondas y la Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Figueroa, et al, 1993, 2003). Se han disefiado y utilizado un gran nimero de
oligonucledtidos para utilizarse como cebadores en la prueba de PCR para deteccion
de Babesia spp (Bock et al, 2004; OIE, 2021). De relevancia y particularmente para el
diagnostico molecular de B. bigemina por medio de la prueba de PCR se ha utilizado
como diana el gen VESA-1 de Babesia bigemina. Brevemente, un fragmento de ADN
cortado con enzimas de restriccion conteniendo un inserto de 6, 300 pares de bases
(pb) de ADN de B. bigemina fue subclonado y el extremo carboxilo fue secuenciado por
el método de terminacion de cadenas mediado por didesoxinucleotidos. A partir de la
secuencia obtenida se disefaron y sintetizaron dos pares de oligonucleétidos (oligos)
para ser utilizados en la prueba de PCR. Un primer par de oligos fue utilizado para
amplificar un fragmento de 278 pb a partir de ADN gendmico del parasito (Figueroa et al.,
1992; 2003). Un anélisis de homologia de secuencia realizado (Ramirez et al, 2011; Pérez
et al, 2012) permitié determinar que la secuencia del fragmento de 278 pb es similar a un
gene denominado ves-1 que codifica por un Antigeno Variable de Superficie del Eritrocito
(VESA-1 por sus siglas en inglés) identificado originalmente en Babesia bovis (O " Connor
et al, 1997). VESA-1 es una proteina heterodimérica de alto peso molecular (300 kD)
compuesta de VESA1a y VESA1D la cual se sintetiza y posteriormente es transportada a
la superficie del eritrocito infectado con B. bovis. Los genes que codifican estas proteinas
(ves?) comprenden la familia mas grande de genes (>150 genes) en el genoma de B. bovis
(Brayton et al, 2007), y genes VESA ortélogos se han identificado en B. bigemina (Pérez
et al, 2012, Sachman et al, 2021; Santamaria et al, 2024).

2 METODOLOGIA

La investigacion estuvo dirigida a la comparacion de dos pruebas diagndsticas
para Babesia bigemina (Frotis tefiido con colorante de Giemsa y Reaccion de la cadena
de polimerasa (PCR) para su evaluacion como método diagndstico con mayor sensibilidad
y especificidad. También se pretendia establecer que técnica es la mas adecuada para
detectar la infeccion durante el periodo de incubacion de Babesia spp., que tiene una
duracion de entre 7 y 10 dias (Canto et al., 1999). Ademas, se comparan la sensibilidad y
especificidad de dos pares de oligonucleotidos especificos para 2 genes de B. bigemina
diferentes: uno donde la molécula diana es un gen ortélogo de VESA-1 (Antigeno Variable
de la Superficie del Eritrocito, por sus siglas en inglés) de B. bovis y el otro es un gen

ortologo del gen que codifica la proteina SBP-4 de B. bovis.
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En este caso el primer par, que generalmente es usado para el diagnostico de B.
bigemina, ha demostrado ser efectivo en la deteccion de animales infectados y positivos
utilizando la prueba de PCR (Figueroa et al, 1992, 1993). Sin embargo, con respecto al
par de oligonucleotidos para amplificar el gen sbp4, a la fecha no se ha reportado éste
como gen diana para una prueba de PCR, por lo que se pretende sea una alternativa al
gen vesa-1, donde se espera debera tener, al menos, la misma sensibilidad analitica de

detecciéon que el primero.

21 GEN sbp-4 DE BABESIA BIGEMINA

Teniendo como base la secuencia del gen que codifica la proteina SBP-4
de B. bovis descrita previamente (Terkawi, et al, 2011), se realizd una busqueda por
homologia del gen ortdlogo de B. bigemina, mediante un analisis bioinformatico usando
la herramienta Blast, en el genoma secuenciado de un aislado Australiano (http://www.
sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/b_bigemina). El alineamiento de la secuencia
sbp-4 de B. bovis con el genoma de B. bigemina arrojé dos segmentos de similitud en
la secuencia correspondiente a los “contigs” 4098 y 4087. La secuencia codificante
de SBP-4 del contig 4098 de B. bigemina (834 pb) se utilizd para disefar 2 pares de
oligonucledtidos o iniciadores utilizando la aplicacién Primer3 plus disponible en linea
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Los iniciadores
asi obtenidos amplificarian un producto esperado de aproximadamente 830 y 740 pb,
respectivamente, una vez realizada la prueba de PCR con ADN de B. bigemina como
molde. Recientemente, se reportd la caracterizacion del gen sbp4 presente en B. bigemina
(Mosqueda et al, 2023) el cual consiste en 834 nucleodtidos sin intrones. Este gen se
transcribe y se expresa en la etapa eritrocitica del parasito, y se ha demostrado que
anticuerpos especificos dirigidos a SBP-4 de B. bigemina reaccionan de forma cruzada
con B. ovata, una especie originalmente aislada de bovinos en Japon, y se propone que
estos hallazgos respaldan la inclusion de péptidos especificos de SBP4 en una vacuna

contra B. bigemina y B. ovata (Mosqueda et al, 2023).

2.2 BOVINOS

Para esta investigacion se utilizaron muestras de sangre congeladas de bovinos
provenientes de una zona libre de garrapatas y negativos a anticuerpos contra Babesia
spp. (por medio de la prueba de inmunofluorescencia indirecta). Los bovinos (n=18) fueron

posteriormente infectados experimentalmente mediante la inoculaciéon de un estabilizado
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de eritrocitos infectados con B. bigemina, mantenido criopreservado a -196°C en nitrégeno

liquido (Rojas-Martinez et al, 2018; Santamaria et al, 2020).

2.3 DIAGNOSTICO DIRECTO POR TINCION DE FROTIS DELGADOS

Se realizaron frotis delgados debido a su utilidad en el diagndstico de babesiosis
ya que al extender las células de la sangre en una capa fina se distinguen con mayor
facilidad el tamano de los eritrocitos, las inclusiones y las formas extracelulares (Bose
et al, 1995).

2.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR: PURIFICACION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS
DE SANGRE CONGELADA

Se realizo la purificacion de ADN a partir de las muestras de sangre congelada
de bovinos experimentalmente infectados (Santamaria et al, 2018), utilizando el kit de
Promega (Wizard Genomic DNA purification kit). Se utilizaron muestras de 9 distintas
fechas dando un total de 162 muestras congeladas de sangre. Se descongelaron
gradualmente las muestras de sangre contenidas en tubos de microcentrifuga de 1.5
ml, posteriormente se coloco la sangre de cada muestra en tubos de 15 ml donde se
les agrego solucioén de lisis (0.015% saponina, 35 mM NaCl y imM EDTA) realizando
tres lavados por centrifugacion con la misma, para eliminar la mayor cantidad de
hemoglobina de las muestras, ya que se obtuvo una pastilla de color rosado al fondo
del tubo. Se utilizaron 300 pl de cada muestra de acuerdo a las instrucciones del kit
Promega (Madison WI, USA) y se colocd en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml de nuevo.

Posteriormente se continud con el procedimiento indicado en el kit Promega.

2.5 AMPLIFICACION DE LOS GENES ORTOLOGOS VESA-1Y SBP-4 DE B. BIGEMINA
MEDIANTE PCR

Las muestras de ADN fueron amplificadas por PCR utilizando Unicamente el par
de primers (BiF/BiR) para amplificar el gen vesa-1 (Figueroa et al, 1992; 1993). Para efectos
de comparacion entre ambos genes, se escogio la fecha pos-infeccién conteniendo
el mayor numero de animales con la mayor parasitemia para amplificar por PCR y con
los oligonucléotidos para el gen sbp-4. Partiendo de ADN purificado se llevd a cabo la
amplificacion de los genes vesa-1 y sbp-4 para la deteccion de B. bigemina mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con un volumen final de 25 pl, donde se
incluye 12.5 pl de mezcla maestra (Promega, Co.) conteniendo Taq polimerasa, dNTPS,

Cloruro de Magnesio, 1 uyl de cada uno de los oligonucleotidos para el gen vesa-1 (BiF,
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5"-TCTCTCCATACCCCTCCAAC-3" y BiR, 5"GCTTCAACTCTGAGTCCAAA-3") o sbp-4
(F, 5"-AATGTCATCGAGGTGACCTTCC-3", y R, 5'CTGGTGCTCCTCAACCTCCTT-3");
2.5 pl de agua destilada y 8 pl de ADN purificado. La amplificacion se llevo a cabo en
un termociclador Biorad bajo el siguiente programa de ciclado de alineamiento a:
desnaturalizacion inicial 95°C por 5 min., desnaturalizacién a 95°C por 1 min., alineamiento
a579C por 1min., extensiéon a 73°C por 1.5 min durante 35 ciclos y extension final por 72°C
por 15 min., y para SBP-4: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min., desnaturalizacion a
94°C por 30 seg., alineamiento a 61°C por 90 seg., extension a 72°C por 2 min durante 45

ciclos, finalizando con un ciclo de 72°C por 15 min.

2.6 VISUALIZACION DEL PRODUCTO DE PCR

El producto de PCR se analizd mediante electroforesis horizontal en un gel de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X, tefiido con 2 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml). Se
utilizaron como marcadores de talla las escaleras de 100 y 50 pb y, en algunas ocasiones,
de 1Kb.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para identificar relaciones de dependencia entre variables quantitativas se utilizd
la prueba de Ch? (Statistix 9), teniendo significancia los valores p <0.05.

2.8 CRITERIOS DE FIABILIDAD

Para determinar los criterios de fiabilidad, se realizaron tablas de doble entrada,
donde se compararon los resultados obtenidos por microscopia de frotis sanguineo vs
los obtenidos mediante la prueba de PCR. La deteccion directa por microscopia fue
considerada como la técnica “gold standard”, dado que es la tradicionalmente utilizada en
el diagnéstico de una infeccion por Babesia spp (Figueroa et al 2003; Calder et al, 1996).
Se evaluo el desempefio de las pruebas en términos de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN). Para estimar la concordancia
entre la prueba de PCR y Frotis sanguineos se determino el valor del coeficiente de kappa
con intervalo de confianza del 95 % (IC).

3 RESULTADOS Y DISCUSION

31 COMPARACION ENTRE MICROSCOPIA OPTICA Y PRUEBA DE PCR

Se corroboré la presencia de parasitos intraeritrociticos en los bovinos a partir del

5° dia pos-inoculacién (DPI) mediante la observacion al microscopio de frotis sanguineos.
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En el cuadro 1 se muestra el porcentaje de parasitemia que se obtuvo individualmente en
cada dia pos-inoculacion y el promedio por dia, donde se puede apreciar que las mayores

parasitemias se obtuvieron en los dias 7,8y 9 PI.

Cuadro 1. Porcentaje de parasitemia y promedio por dia Pos-Inoculacién (DPI).

ID\ DPI 5 6 7 8 9 10 16
6 0.005 0.02 0.255 015 0.22 01 0
7 0.005 0.015 0105 0125 0.23 01 0
9 0.01 0.035 0.035 0.045 0.009 0.06 0
10 0.02 0.035 0.05 0.04 0.28 0.0318 0
12 0.01 0.075 0.095 0125 0.04 0.05 0
13 0.005 0.02 0.075 0.075 0.025 oM 0.01
15 0.005 0.01 0155 0175 0.02 0.01 0
19 0 0.005 0.01 0.01 0.039 0.005 0.01
20 0 0.015 0.015 01 0.02 0.005 0.015
21 0.005 0.08 0.225 0.06 0.079 0.045 0.015
22 0.01 0.04 0.08 0.075 0.075 0.01 0.005
23 0.05 015 015 0.5 0.25 0.25 0.005
25 0.005 0.005 014 0.015 0.25 0.05 0
28 0] 0.02 0.02 0.15 0.45 012 0
M 0.005 0.01 0.015 0.05 0.4 0.08 0
45 0 0.005 0.05 015 0.054 0.008 0
46 0 0.01 0.038 0.105 017 0.145 0
12 0 0.01 0115 0.02 0.05 0.005 0.01
Promedio 0.009 0.031 0.109 0109 0147 0.066 0.004

Se procesaron 126 muestras utilizando la prueba de PCR-vesa-1. Los resultados
globales se expresan en el cuadro 2, donde se muestra el nimero de animales positivos

por la prueba de PCR a partir del 5° dia pos-inoculacion (DPI).

Cuadro 2. Resultados de la prueba de PCR-vesa-1.

ID\ DPI 5 6 7 8 9 10 16
6 - - + + + + +
7 - - + + + - +
9 - - + + + + +
10 - + + + + + +
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12 - + + + + - +
13 - - + + + + +
15 - - + + + - -
19 - - + + + + +
20 - - + + + + +
21 - + + + 4 _
22 - + + + + + -
23 - - + + - - +
25 - - - + + - -
28 - - + + + + -
M - + + + - - -
45 - + + + + - -
46 + - + + + + +
112 - - + + + + +
No. de 1 6 17 18 16 1 1
bovinos +

En todos los casos que hubo amplificacion, se observd una banda Unica de
aproximadamente 270 pares de bases, de manera similar a lo obtenido por Figueroa et
al. (1992; 1993). En la Figura 1 presentan los resultados representativos del seguimiento

realizado en 1 bovino.
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Figura 1.- Andlisis de la amplificacion por PCR-vesa-1 de muestras del Bovino nimero 46. Gel de agarosa al 2%
tefido con 0.2% de bromuro de etidio, visualizado con luz UV. Identificaciéon de carriles: 1) Marcador de 100 pb; 2)
Dia Pos-Inoculacion (DPI) 0; 3) DPI 5; 4) DPI 6; 5) DPI 7; 6) DPI 8; 7) DPI 9; 8) DPI 10; 9) Control PCR negativo; 10)
Control PCR positivo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3.2 COMPARACION DE LAS 2 TECNICAS DE DIAGNOSTICO: MICROSCOPIA DE
FROTIS SANGUINEO Y PRUEBA DE PCR

Al comparar los resultados obtenidos mediante la prueba de PCR con los de
microscopia de frotis sanguineo, se obtuvo que, de 126 muestras analizadas, 73 fueron
diagnosticadas como positivas a B. bigemina por ambas técnicas. Los animales que fueron
positivos por microscopia de frotis sanguineos se encontraban, al parecer, en un pico de
la parasitemia, que hace que los niveles del parasito aumenten y puedan ser visualizados
al microscopio, teniendo en cuenta la relativamente baja sensibilidad de la técnica (Bose
et al, 1995; Calder et al, 1996). Las 53 muestras restantes difieren en su diagndstico,
pues 7 de las muestras resultaron positivas por PCR y negativas a la microscopia de
frotis sanguineo, y las 36 muestras restantes fueron negativas por PCR y positivas por
microscopia de frotis sanguineo.

En el primer caso, podria deberse a que estos bovinos presentaron porcentajes
muy bajos de globulos rojos infectados para poder ser detectados mediante el examen
por microscopia de frotis sanguineo durante al menos 5 min. En el segundo caso, en el
que las muestras negativas por PCR fueron positivas a microscopia de frotis sanguineo,
pudiera deberse a que el porcentaje de parasitemia que se reportd pudiera tener falsos

positivos ya que en climas himedos es comun que el tiempo de secado del frotis sea
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mas prolongado y esto ocasiona que se formen burbujas que pueden aparentar formas
inmaduras de Babesia. Alternativamente, y dado que los frotis fueron evaluados por
microscopistas expertos, es probable que el nivel de sensibilidad analitica de la prueba
de PCR sencilla no sea lo suficientemente elevado como para detectar parasitemias
bajas. Si bien todos los animales inoculados fueron detectados positivos al examen
microscopico, las parasitemias determinadas fueron muy bajas comparadas con
los resultados obtenidos en otros experimentos (Figueroa et al, 1998; 2003; 2006).
Esto, muy probablemente deriva del hecho que, en este experimento en particular,
los animales fueron inoculados con un estabilizado criopreservado en nitrogeno
liquido, pudiendo verse afectado el titulo de parasitos viables e infectantes una vez
descongelado el material previo a su inoculacidon. Sin embargo, en general, el nimero
de veces que la microscopia optica de frotis detectd positivos fue siempre mayor que
las muestras determinadas por PCR durante los primeros 10 dias pos-inoculacion. Se
realizd una comparacion entre las dos técnicas de diagnostico, por dia, y a partir del
50 DPI. Utilizando el método estadistico Ch? se verifico si habia diferencia significativa
entre el numero de positivos obtenidos con cada una de las técnicas, en el cuadro 3 se
observa el porcentaje de positivos y su comparacion.

Cuadro 3. Comparacion del nimero (y porcentaje) de muestras positivas con la prueba de PCR y observacion
microscopica de frotis sanguineo.

Prueba DPI 5 6 7 8 9 10 16
PCR 1(5.5%) | 6(33.3%) | 17(94.4%) | 18(100%) | 16(941%) | 11(611%) | 11(611%)
a a a a a a a

Frotis 12(66%) | 18(100%) | 18(100%) | 18(100%) | 18(100%) | 18(100%) | 7 (38.8%)
b b a a a a a

Literales distintas en cada columna representan diferencia significativa (P <0.05)

Se pudo establecer que a los cinco dias pos-inoculacion el frotis sanguineo
presentd un 66.6% de positivos (en comparacion con PCR que mostro 5.5%, p = 0.0005),
a los seis dias pos-inoculacion la microscopia detectd el 100% de positivos, mientras
que la prueba de PCR solamente detectd un 33.3% de positividad (p= <0.001) lo que
indica que hubo una diferencia significativa entre el diagndstico por frotis sanguineos
y PCR para estos dos dias en particular. Se demuestra asi, que el nimero de animales
detectados como positivos es dependiente de la técnica diagndstica utilizada. Sin
embargo, esto difiere de los resultados encontrados por Krause et al. (1996) donde

se realizd la comparacion entre las mismas técnicas en B. microti y en cuyo caso se
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encontré que la prueba de PCR obtuvo un mayor niumero de resultados positivos en
comparacion al examen microscopico de los frotis. No obstante, este resultado puede
deberse también, a que el estudio fue realizado durante la fase aguda de la enfermedad,
periodo en el cual las parasitemias fluctuan constantemente, independientemente de la
variabilidad a infeccion, innata o adquirida, observada en los animales experimentalmente
infectados (Allred, 2007).

Se realizé adicionalmente la comparacion de los resultados un dia posterior al
tiempo de incubacion, escogido al azar (dia 16 Pl), en donde se observé que la prueba de
PCR detectd un mayor nimero de positivos y aunque no hubo diferencia significativa (p
> 0.05) el resultado coincide con los resultados obtenidos por Figueroa (1992), en donde
a pesar de las bajas parasitemias (<0.01%) se detectaba un mayor nimero de positivos a
PCR que a microscopia Optica. Se puede especular entonces que, en el tiempo posterior
a la incubacion, una vez transcurrida la parte inicial de la fase aguda de la enfermedad,
la prueba de PCR puede detectar un mayor nimero de animales positivos a B. bigemina.

Por lo tanto, y de acuerdo con los resultados anteriores, el examen microscopico
de los frotis sanguineos tiene mayor sensibilidad analitica para detectar la infeccion en
la fase temprana de la enfermedad, por lo menos a nivel experimental. Esto coincide con
otros estudios, en donde se detectan animales positivos por primera vez hasta el décimo
dia Ply con parasitemias de 0.014 y 0.038%. En cambio, en el caso de los dias posteriores,
la técnica de PCR detecté mayor numero de animales positivos en comparacion con el
examen microscopico de los frotis, cuando se determinaron parasitemias de <0.01%,
consideradas como bajas (Figueroa et al., 1992).

En estudios anteriores se ha determinado que la prueba de PCR asociada a
la deteccion del producto amplificado con una sonda colorimétrica especifica puede
detectar hasta una parasitemia de 0.00001% (Figueroa y Alvarez, 2003; Figueroa et al.,
1993). Sin embargo, en el presente estudio, en el que solo se analiza el resultado de PCR
sin hibridacién con sonda especifica se pudo observar que cuando se determina una
parasitemia promedio de 0.00861%, so6lo el 5.5% de los animales probados es detectado
por la prueba de PCR sencilla. En contraste, cuando las parasitemias son del orden de
0.031% la prueba de PCR detecta un 33.3% de animales positivos, mientras que con
parasitemias relativamente mas elevadas (de 0.065%) se detecta hasta el 611% de
animales positivos en la prueba de PCR sencilla. A diferencia de lo anterior, cuando se
analiza el periodo comprendido entre el 70 y 90 dia pos-inoculacion, se pudo determinar
que la técnica de PCR tiene un 100% de capacidad para detectar los animales infectados

verdaderos positivos (con parasitemias estimadas entre 0109 y 0147%); y a los 16 dias
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Pl con una parasitemia promedio de 0.0038% se detectd un mayor nimero de positivos,
aungue no hubo diferencia significativa (p = 0182).

3.3 DETERMINACION DE CRITERIOS DE FIABILIDAD

Se determinaron las caracteristicas de las pruebas mediante un cuadro de
contingencia de 2x2. Como muestras negativas, se utilizaron las muestras obtenidas en
la fecha previa a la inoculacion experimental en donde los animales muestreados eran
negativos a la infeccion.

Cuadro 4. Comparacion de la prueba de PCR con frotis delgados tefiidos con Giemsa para 18 muestras positivas y
18 negativas a infeccién por B. bigemina.

Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais Il

Prueba Sensibilidad Especificidad Valor predictivo Valor predictivo
diagnéstica positivo (%) negativo (%)
(%) (%)
PCR 100 94.44 94.7 100
Microscopia de 100 100 100 100
Frotis

En cuanto a los criterios de fiabilidad (Cuadro 4), la técnica de microscopia de
frotis sanguineo presento sensibilidad y especificidad de 100%, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo de 100%, es decir, utilizando esta técnica se clasificaron
correctamente como enfermos al 100% de los que padecieron babesiosis y como sanos
al 100% de los que no se encontraban enfermos de babesiosis. En cuanto a los valores
predictivos, ellos significan que en un 100% de los bovinos con babesiosis finalmente
se confirmod la presencia de B. bigemina, mientras que en los animales negativos
(muestreados previamente a la inoculacion) en los que no se detectd la presencia
de la enfermedad un 100% estaba efectivamente sanos. Estos resultados no difieren
mucho con los resultados reportados por Figueroa et al. (1996), donde reporta valores
de sensibilidad y especificidad de 93,8 y 100%, respectivamente y valores predictivos
positivo y negativo de 100% y 97 %, respectivamente.

La microscopia de frotis sanguineo con tincion de Giemsa es el método mas
comun para identificar Babesia spp. en animales con infeccion clinica. Esta técnica
permite diagnosticar principalmente a los animales en fase aguda (Bose et al 1995;
Figueroa & Buening, 1995). La prueba de PCR es una técnica molecular de comprobada
elevada sensibilidad y especificidad (Calder et al., 1996). En el cuadro 4 se muestra que se
obtuvo un 100% de sensibilidad y un 94.44% de especificidad, el valor predictivo positivo
fue de 94.7% vy el valor predictivo negativo de 100%, es decir, utilizando esta técnica se

clasificaron correctamente como enfermos al 94.4% de los que padecieron babesiosis y
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como sanos al 100% de los que no se encontraban enfermos de babesiosis. En cuanto
a los valores predictivos, ellos significan que en un 94.7% de los bovinos con babesiosis
finalmente se confirmo la presencia de B. bigemina, mientras que los animales en los que
no se detecto la presencia de la enfermedad, un 100% estaba efectivamente sanos. Estos
resultados difieren ligeramente con los resultados reportados por Krause et al (1996),
donde reporta valores de sensibilidad y especificidad de 95% y 100%, respectivamente,
y valores predictivos positivo y negativo de 100% y 83%, respectivamente, para el
diagnodstico de B. microti. Estos resultados permiten establecer que la prueba de PCR,
con los oligonucleoétidos especificos de gene y especie, es una técnica aceptable para
el diagnodstico de Babesia spp., y no solo de B. bigemina. Con los resultados de ambas
técnicas diagndsticas se determind un coeficiente de concordancia de 0.97 que lo ubican
como muy bueno, esto puede interpretarse como que ambas pruebas tienen una utilidad
similar para efectos de diagnodstico de B. bigemina en los casos agudos de la enfermedad.

No obstante que la prueba de PCR presenta una sensibilidad y especificidad
similar a la de la prueba estandar de oro (Microscopia oOptica), el examen de frotis
demostro identificar un mayor niumero de animales positivos verdaderamente positivos
durante la incubacion de la enfermedad. Sin embargo, es importante enfatizar que
esta prueba requiere de un microscopista experimentado, de lo contrario podrian
identificarse algunos casos como falsos positivos, pero mas importante aun, la
inadecuada identificacion de formas o estadios del parasito (no clasicas para un
microscopista carente de experiencia), podria dar como resultado la asignacion de
falsos negativos, con la consecuente falta de oportunidad para un tratamiento adecuado
de un animal infectado. Se ha cuestionado el costo elevado de la prueba de PCR para
uso rutinario en un laboratorio de diagndstico, haciendo todavia mas viable el uso del
frotis sanguineo para el diagnostico de babesiosis causada por B. bigemina durante
las etapas tempranas de la enfermedad. Sin embargo, en la medida en que se abaten
los costos de los materiales y reactivos para la prueba de PCR, ésta es una técnica
que bien podra utilizarse como complemento de diagnostico en el caso de animales
con casos agudos y mas importante, casos subclinicos, los cuales, por estar en la fase
aguda, pero sin manifestacion abierta de signos clinicos de enfermedad, podrian dar
falsos negativos debido a la fluctuacion de las parasitemias que se reportan durante
esta etapa (Calder et al,, 1996). Ademas, la prueba PCR puede ser recomendada para
determinar la presencia del parasito en animales de importancia reproductiva como
sementales y animales donadores de embriones, cuando se requiera el traslado de

los mismos, y también puede ser de gran auxilio en los monitoreos de programas de
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lucha integrada de garrapatas y enfermedades asociadas. Sin embargo, y a pesar
del relativamente elevado costo, el uso de la prueba de PCR resulta particularmente
apropiada y especialmente se aplica en proyectos de investigacion para el desarrollo
de estudios epidemioldgicos a gran escala (OIE, 2021; Ganzinelli et al, 2020). Esto,
derivado del hecho de que, con los nuevos procedimientos y reactivos comercialmente
disponibles, se pueden procesar literalmente cientos, si no miles, de muestras
sanguineas en un solo dia. A diferencia de la microscopia 6ptica, en la que un experto
microscopista puede solo analizar, objetiva y concienzudamente, una treintena de frotis

sanguineos en una jornada (Figueroa et al, 1996).

3.4 COMPARACION ENTRE LAS PRUEBAS DE PCR CON OLIGONUCLEOTIDOS
PARA AMPLIFICAR SBP-4 O VESA-1

Amplificacion del gen sbp-4: Mediante la técnica de PCR se amplificaron
fragmentos de la region codificante del gen sbp-4 de B. bigemina, obteniéndose un
amplicén del tamafo esperado, aproximadamente 830 pb (Figura 2). La prueba de PCR
para el gen sbp-4, permite identificar infeccion en animales probados a partir del dia 10 PI
(ver resultado representativo, Figura 2).

Figura 2: Analisis de la amplificacion por PCR-sbp-4 de muestras del Bovino 23: Gel de agarosa al 2% tefiido con

0.2% de bromuro de etidio, visualizado con luz UV. Identificacién de carriles: 1) Marcador de 100 pb; 2 - 14) Dia Pos-
Inoculacion (DPI) O - 13; 15) Control PCR negativo; 16) Control PCR positivo.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Se compard una fecha pos-inoculacion seleccionada al azar (Cuadro 5) con
ambas pruebas de PCR dando como resultado para el gen vesa-1 un total de 14 positivos
de 17 muestras analizadas, mientras que en el caso del gen sbp-4 se obtuvieron 15
positivos. Probablemente la capacidad del PCR-sbp-4 para detectar un mayor numero
de positivos que el PCR-vesa-1 se deba a que el primero tiene un ciclo de 45 repeticiones

de ciclado, por lo que puede realizar un mayor nimero de copias del ADN del parasito.
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Cuadro 5: Resultados de PCR con los genes sbp-4 y vesa-1 de muestras del dia 9 Pl
PCR/ID 6 7 9 |10 |12 |13 |15 |19 |20 |22 |23 |25 (28 | 41 | 45 | 46 | 112

vesa-1 + + + - + + + + + + - + + - + + +

sbp-4 + + + + + + + - + + + + + - + + +

4 CONCLUSIONES

Las pruebas diagnodsticas utilizadas para identificar B. bigemina tienen
caracteristicas particulares, dentro de estas caracteristicas cabe mencionar el
funcionamiento, la sensibilidad, la complejidad y el costo de cada una. Las ventajas y
desventajas de cada prueba, principalmente en lo que se refiere a los criterios de
fiabilidad, deben tomarse en cuenta al momento de seleccionar una técnica diagnoéstica
para uso rutinario. El objetivo general de esta investigacion fue el de evaluar que técnicas
diagnoésticas son mas convenientes para el diagnostico de B. bigemina. La técnica de
microscopia de frotis sanguineo, por su valor predictivo positivo alto, se puede usar
para confirmar la presencia de Babesia, cuando no se disponga de técnicas de alta
sensibilidad y especificidad como son la PCR, y cuando se trate particularmente de casos
agudos de la enfermedad. Se detecté una diferencia significativa entre el diagndstico por
frotis sanguineos y PCR para los dias cinco y seis pos-infeccion, por lo cual se podria
suponer que la técnica utilizada si influye en la deteccion de la presencia o ausencia
de la enfermedad en los bovinos muestreados. La prueba de PCR-sbp-4 dio un mayor
numero de resultados positivos que la prueba de PCR-vesa-1. La prueba de PCR podria
ser usada como prueba tamiz en trabajos epidemioldgicos debido a su alta sensibilidad y
especificidad, aunque presenta un relativamente alto costo.

Recomendaciones: Comparar por un periodo de tiempo mas prolongado (fase
aguda y cronica) la sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR y la microscopia de
frotis. Realizar una comparacion entre las pruebas de PCR-vesal con PCR-sbp-4 pero
aumentando el nimero de ciclos para el gen vesal para observar si es posible incrementar
el nivel de sensibilidad sin necesidad de un PCR adicional o anidado. Por otro lado, futuros
trabajos deben realizar la misma comparacioén, pero con PCR anidado o PCR en tiempo
real para ambos genes, y con muestras de bovinos inoculados experimentalmente y
en bovinos infectados naturalmente, para estimar su verdadero potencial diagndstico,
determinando el porcentaje de sensibilidad y especificidad de cada prueba. Utilizar la
técnica de PCR anidado como una técnica de diagndstico al adquirir animales para

experimentacion que requieran estar negativos a Babesia spp.
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