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Resumen y Abstract IX

Resumen

En Colombia el conocimiento de la Babesiosis en ovinos es escaso y solo se cuenta con
siete reportes de Babesia spp. descritos por el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA.
Por esta razon, el objetivo de este estudio fue identificar Babesia spp. en muestras de
sangre de ovinos del municipio de Montelibano-Cérdoba. Se evaluaron raza, sexo,
edad, peso, condicién corporal, Famacha®, temperatura corporal, presencia de
ectoparasitos y hematocrito. La mayoria de los animales fueron de la raza denominada
Africana (56%) mientras que solo el 19% fueron de razas puras. 46 ovinos presentaron
niveles de hematocrito menores a 25% donde los mas afectados fueron los animales
entre 3 y 11 meses de edad. El valor de Famacha® 3 fue el mas frecuente (76.04%).
Para el diagnostico directo de babesiosis se realizd extendido de sangre encontrando
unicamente 4 muestras (2.4%) con presencia de Babesia spp.. No se observé la
presencia de garrapatas. El diagndstico molecular por PCR se llevd a cabo empleando
cebadores dirigidos frente a secuencias del gen ssu 18S rRNA (PiroA-PiroB) en
piroplasmidos, el gen que codifica para la proteina D de superficie de Babesia ovis
(BoSPD),el gen de la proteina asociada a las roptrias de Babesia bigemina (BiF-BiR) y el
gen del antigeno asociado a Rap-1 de Babesia bovis (BoF-BoR). Se encontraron 58
muestras positivas para PiroA-PiroB, 39 a BiF-BiR y ninguno a BoSPD ni BoF-BoR.
Estos resultados demostraron la baja sensibilidad del frotis sanguineo comparado con
las técnicas moleculares y permitieron establecer la circulacion de B. bigemina en las

poblaciones ovinas del municipio de Montelibano-Cérdoba.

Palabras clave: Babesiosis ovina, Babesia ovis, Babesia bigemina, Hemoparasito,

Piroplasmosis
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Abstract

In Colombia, knowledge of Babesiosis in sheep is scarce and there are only 7 reports of
Babesia spp. described by the Instituto Colombiano Agropecuario - ICA. For this reason,
the objective of this study was to identify Babesia spp. in blood samples of 167 sheep

from the municipality of Montelibano-Cérdoba. Race, sex, age, weight, body condition,

Famacha®, body temperature, presence of ectoparasites and hematocrit were evaluated.

Most of the animals were of the so-called African race (56%) while only 19% were

purebred. 46 sheep had hematocrit levels of less than 25%, and the most affected

population was lambs between 3 and 11 months. Famacha® value 3 was the most

frequent (76.04%). For the direct diagnosis of babesiosis, blood smear was performed,
finding only 4 samples (2.4%) with the presence of Babesia spp.. Surprisingly,
ectoparasites were not found. Molecular diagnosis by PCR was carried out using primers
directed against sequences of the ssu 18S rRNA (PiroA-PiroB) gene in piroplasmids, the
coding gene for Babesia ovis surface protein D (BoSPD), the gene of the protein
associated with the rhoptrias of Babesia bigemina (BiF-BiR) and the Babesia bovis Rap-
1-associated antigen gene (BoF-BoR). The testing found 58 positive samples for PiroA-
PiroB, 39 for BiF-BiR and none for BoSPD or BoF-BoR. These results demonstrated the
low sensitivity of the blood smear compared with molecular techniques and allowed to
establish the circulation of B. bigemina in sheep populations of the municipality of

Montelibano-Cdérdoba.

Key words: Ovine Babesiosis, Babesia ovis, Babesia bigemina, Hemoparasite,
Piroplasmosis
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Introduccion

Los ovinos en nuestro pais han adquirido relevancia en los ultimos afios como una
especie con cualidades unicas para el sector agropecuario manifestdndose en un

incremento en la poblacién animal (Ospina, Grajales y Manrique, 2011).

Con respecto a la Babesiosis, es una enfermedad causada por hemoparasitos del género
Babesia sp. en paises de Europa, Africa, Asia y Australia (Yeruham, Hadani, & Galker,
1998; Stuen, 2012; Stuen, 2013; Stuen, 2016; Guan, et al., 2012). Este parasito, con
alrededor de 1 a 2.5 ym de tamano (Cordero & Rojo, 2000) produce en el animal una
sintomatologia relacionada con fiebre, hemoglobinuria, ictericia y anemia, la cual se
presenta en el 30% al 50% de los casos (Alessandra & Santo, 2012). Su ciclo de vida se
relaciona con un huésped intermediario y uno definitivo, donde su principal vector es un
Ixédido (Cordero & Rojo, 2000). Babesiosis es una enfermedad aguda, que progresa
hacia una infeccion persistente en aquellos animales que sobreviven. En el estadio
persistente, los parasitos residen en huéspedes normalmente asintomaticos por algunos
afos, en el caso de B. bigemina, y durante el resto de la vida, en el caso de B. bovis
(Romero-Salas et al., 2016). Otra diferencia fundamental entre estos dos parasitos es la
habilidad de B. bovis de secuestrarse en capilares, especialmente del cerebro y riidn,
una manera de evitar el pasaje por el bazo, donde los eritrocitos infectados son
eliminados de la circulacién (Suarez & Noh, 2011). En ocasiones se han hallado
garrapatas en animales donde no es usual encontrarlas, por ejemplo en caninos
indicando la posible transmisién de hemoparasitos entre diferentes especies, sin
embargo, esto no concluye que sean definitivamente sus huéspedes biolégicos (Azmi, et
al ., 2016).

Conforme avanza la enfermedad en el rebafo, el impacto econémico es mayor tanto en
el uso de medicamentos como en reduccion en los indices productivos (Sevinc et al.,

2007). Es asi como se han identificado factores de riesgo asociados a la presentacion de
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la enfermedad como la presencia obligada de un vector biolégico y el uso de varias
especies de animales en el predio, elevando asi la probabilidad de presentacion de
piroplasmosis (Theodoropoulos, Gazouli, Ikonomopoulos, Kantzoura y Kominakis, 2006).
En cuanto a las medidas preventivas disponibles, la aparicion de babesiosis aguda en
bovinos puede prevenirse mediante el uso de vacunas vivas basadas en organismos
atenuados. Las vacunas vivas tienen utilidad en regiones endémicas, pero solo pueden
administrarse en bovinos menores al afio de edad. Actualmente no existen vacunas
disponibles paras prevenir babesiosis en ovinos. En consecuencia, el control de la
enfermedad en esta especie depende en gran parte de disponer métodos de diagndstico
robustos y efectivos, y del uso de farmacos antiparasitarios, como el imdocarb, ademas
del control de los vectores biolégicos con acaricidas y otros métodos (Christensen,

Suarez, Rodriguez, Flores, & Schnittger, 2014).

Con el fin de evaluar la presencia de este parasito en el rebafio de forma anticipada, se
han establecido mecanismos diagnésticos como el examen clinico (Cordero & Rojo,
2000), metodologias sencillas de laboratorio (Aktas, Altay, & Dumanli, 2005) o técnicas
moleculares avanzadas (Theodoropoulos, Gazouli, lkonomopoulos, Kantzoura, &
Kominakis, 2006), esto con el objetivo de evaluar el estado sanitario de los animales de
forma oportuna. En efecto, metolodogias tradicionales como la evaluacion de extendidos
de sangre por medio de microscopia de luz es econémica y eficaz, sin embargo, poco util
en animales con cargas parasitarias bajas, como ocurre en babesiosis persistente. Asi
mismo, metodologias como las pruebas serolégicas son bastante utiles en la deteccién
de infecciones, sin embargo, no discriminan el tiempo de presentacion (Niu, 2009) vy,
finalmente, técnicas moleculares especificas como la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa que es altamente sensible (Horta, Barreto, Pepe, Campos, & Oliva, 2014;
Erster, Roth, Wollkomirsky, et al., 2016; Niu, 2009), mas aun si se implementan
metodologias anidadas y semi-anidadas para incrementar su sensibilidad (Mahmoud, et
al., 2015). Por este motivo se han evaluado diversas regiones en el genoma de los
piroplasmidos como el gen ssu 18S rRNA, el cual es una regién muy conservada en
cepas de diferentes localizaciones geograficas (Rios y Rios, 2011), el gen para la
Citocromo C oxidasa que provee una herramienta robusta para la identificaciéon de
especies relevantes con propodsitos epidemioldgicos (Tian, et al., 2013) y el gen de la
proteina asociada a las roptrias — RAP, el cual en ungulobabesidos proporciona un nivel

de deteccién éptimo debido a su alto grado de conservacion (Suarez, et al., 2003).
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En el pais se ha reportado babesiosis en los ovinos en departamentos como Valle del
Cauca, Tolima, Caldas y Quindio (Osorio et al., 2012; Araujo et al., 2013), no obstante,
hasta ahora no se han reportado las especies causantes de la babesios ovina. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue identificar por medio de una herramienta molecular
la especie de Babesia circulante en los rebafios ovinos del municipio de Montelibano,

Departamento de Cérdoba, Colombia.






Objetivos

Objetivo general

Evaluar la presencia de Babesia sp. en muestras de sangre de rebafos ovinos del
municipio de Montelibano, Departamento de Cérdoba, Colombia.

Objetivos especificos

e Detectar la presencia de Babesia sp. en muestras de sangre periférica de rebafos
ovinos del municipio de Montelibano, Departamento de Cérdoba, Colombia.

e Identificar molecularmente especies de Babesia sp. en muestras de sangre de
rebafios ovinos del municipio de Montelibano, Departamento de Coérdoba,
Colombia.

e Enviar a verificacion por secuenciacion una muestra positiva a Babesia ovis.
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Montelibano, Departamento de Cérdoba, Colombia.

1.Enfermedades transmitidas por garrapatas

Estas enfermedades se presentan tanto en areas tropicales como subtropicales y la
presencia, dindmica y cantidad de estos organismos presentes en vectores incrementan
la posibilidad de transmision a los animales. Ademas, existen factores del medio
ambiente que favorecen la supervivencia de la garrapata como la abundancia de capa
vegetal o factores externos que posiblemente contribuyen a la estabilidad y reemergencia
como la evoluciobn genética del vector, cambios sociales, econdémicos vy
medioambientales que modifican los ecosistemas, los cuales inducen grandes cambios
en la existencia y distribucién de la garrapata en campo (Estrada, Ayllon, & de la Fuente,
2012). Debido a la pérdida de sangre en animales afectados, se ha estimado en un 35%
el perjuicio econdmico que se representa en la reduccion de la ganancia de peso, la cual
se agrava cuando los niveles de infestacion de ectoparasitos son superiores a lo normal
(L’Hostis & Seegers, 2002)

Los dafios causados por la infeccion de hemoparasitos son en gran medida debido a
procesos agudos de la enfermedad, sacrificio prematuro, muerte del animal o rechazo de
algunas partes de la canal al momento de la inspeccion sanitaria. El detrimento generado
de forma indirecta comprende la reduccion del potencial productivo a consecuencia de un
efecto directo en la lactancia manifestandose en corderos con retraso en el crecimiento,
reduccién de peso que se manifiesta en la baja en la condicion corporal en animales
jévenes vy, por ultimo, un atraso a la llegada de la edad madura. Adicionalmente, se ha
visto un incremento en la susceptibilidad a contraer otras enfermedades. (Ademola &
Onyiche, 2013; Jatau, Abdulganiyu, Lawal, Okubanjo, & Yusuf, 2011 ;Brito et al., 2017).

Se ha visto también un incremento en las pérdidas debido al uso de tratamientos de alto
costo, reflejandose en dafio al bienestar de los productores y sus familias.(Demessie &
Derso, 2015).

Las hemoparasitosis tienen un amplio rango de distribucién a nivel global, siendo las
enfermedades transmitidas por garrapatas, un problema sanitario que comprende una
gran variedad de organismos como Babesia spp., Anaplasma sp, y Theileria sp. Estos

hemoparasitos ocasionan un impacto econémico grave que en algunos casos conlleva a
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morbilidad y mortalidad en los animales afectando la seguridad alimentaria en las zonas

donde la sociedad depende directamente del rebafo (Demessie & Derso, 2015).

1.1 Babesiosis

El agente causal de la Babesiosis fue descubierto en 1888 por el bidlogo rumano Victor
Babes en eritrocitos de bovino con hemoglobinuria, donde luego detectd el mismo
organismo en glébulos rojos de oveja, al cual, tiempo despues, le fue dado el nombre de
Pyrosoma bigeminum, microorganismo causante de la fiebre de Texas de Estados
Unidos en 1893 donde se comprobd que la enfermedad era transmitida por garrapatas.
Ya para el aino 1893 se asignaron los nombres de B. bovis, B. bigemina y B. ovis
(Uilenberg, 2006). Con el tiempo, se han podido identificar Babesia con afinidad usual

hacia especies de animales como se observa en la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Babesia spp. identificadas en animales domésticos
Especie de Babesia Especie afectada
Babesia beliceri, Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia jakimovi Bovinos y Bufalo

Babesia divergens, Babesia major, Babesia occultans, Babesia ovata  Bovinos

Babesia orientalis Bufalo

Babesia ovis, Babesia motasi, Babesia crassa Oveja y Cabra
Babesia caballi Caballo, Asno y Mula
Babesia perroncitoi, Babesia trautmanni Cerdo

Babesia canis Perro y Gato
Babesia rossi, Babesia vogeli, Babesia gibsoni Perro

Babesia (canis) presentii, Babesia felis Gato
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1.2 Babesia sp.

1.2.1 Clasificacion taxondmica

Babesia sp. es un hemoparasito transmitido por ixdédidos con afinidad intraeritrocitica y
morfologia piriforme perteneciente al phylum Apixomplexa, clase Aconoidasida, subclase
Piroplasmea, orden Piroplasmida, superfamilia Babesioidea, familia Babesiidae y género
Babesia (NCBI:txid5866). Inicialmente, la clasificacion taxondmica de los piroplasmidos
se ha basado en mecanismos de transmisién en el vector, tropismo o morfologia. Sin
embargo conforme se manejan herramientas moleculares, esta clasificacion se ha

complementado (Schreeg et al., 2016).

1.2.2 Estructura

El estadio de Babesia sp. responsable de la invasion de eritrocitos en el huésped
vertebrado es el merozoito, el cual posee organulos membranosos como se muestra en
la Figura 1-1 como el nucleo, reticulo endoplasmico, aparato de golgi y mitocondrias. A
su vez posee una envoltura llamada “pellicle” la cual se constituye de una membrana
celular y dos capas internas con funciones de motilidad e invasion del parasito. También
poseen una serie de organelos de invasion presentes en el complejo apical el cual se
compone de anillo polar, micronemas y roptrias. A diferencia de otros Apicomplexa estos
no poseen el conoide, y los granulos densos tipicos de otras especies, que en Babesia
spp. se denominan cuerpos esféricos. (Ganzinelli, Rodriguez, Schnittger, & Florin-
Christensen, 2018)

Figura 1-1: Morfologia de parasitos Apicomplexa

| apical
complex

| pellicle
icular (alveola)

cell
organelles

(Ganzinelli et al., 2018)
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Los procesos de invasion de parasitos Apicomplexa son posibles en gran medida a la
capacidad del merozoito de emplear este complejo apical que interactia por medio de
ligandos protozoarios con receptores de superficie de membrana del eritrocito, en donde
ayudado por la presencia de calcio en el medio se da una invasion exitosa (Yokoyama et
al., 2002).

Una de las proteinas secretadas es la asociada a las roptrias o Rap-1, la cual esta
codificada por dos genes idénticos dispuestos en tandem con homologia entre especies
de Babesia. (Suarez et al., 2003), adicionalmente contiene varios epitopes
inmunogénicos responsables de evocar la inmunidad humoral en el huésped y es
funcional en la invasion de los eritrocitos. Mas recientemente, otra molécula de invasion
fue descubierta llamada Antigeno de Membrana Apical AMA-1 donde junto con Rap-1
tienen funciones durante la invasion (Yokoyama, Okamura, & Igarashi, 2006). Este
antigeno transmembranal es compartido por varios organismos Apicomplexa como
sucede con B. bovis donde parece participar del mismo modo en el proceso de invasién
del huésped. (Torina et al., 2010).

1.2.3 Ciclo de vida

La babesiosis es adquirida cuando una garrapata infectada en estado de larva o ninfa se
alimenta de su huésped y transfiere esporozoitos de Babesia spp. Estos invaden
eritrocitos y se convierten en trofozoitos, los cuales se dividen por fisidbn binaria y
producen merozoitos que contintan la infeccion y el ciclo de replicacion en el huésped.
Algunos trofozoitos se convierten en gametocitos que podrian iniciar la infeccion en la
garrapata vector. En los intestinos del vector los gametocitos se desarrollan en
Strahlenkdrper que posteriormente se fusionan para formar un cigoto que se convierte en
quineto, estos acceden a la hemolinfa de la garrapata, replicandose e invadiendo varios
organos como glandulas salivales y ovarios. La transmision transovarica se da solo en
miembros del grupo denominado Babesia sensu stricto posibilitando la infecciéon de la
siguiente generacion conllevando a larvas, ninfas y adultos portadores del parasito,
contrario a lo manifestado en otros grupos de Babesia donde solo se transfiere la
infeccion transestadialmente. Luego de esto, la esporogonia se inicia cuando se invaden
glandulas salivales en los estadios larvales de la garrapata, formando un esporoblasto

multinucleado. Los esporozoitos recién desarrollados se inocularan en el huésped luego
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de la picadura de la garrapata (Hunfeld, Hildebrandt, & Gray, 2008 ; Ganzinelli et al.,
2018)

1.2.4 Filogenia

El orden Piroplasmida ha sido usualmente clasificado en 3 géneros (Babesia sp.,
Theileria sp. y Cytauxzoon sp.) basados en su ciclo de vida, mecanismos de transmision
del vector, tipo de célula hospedera en el huésped vertebrado y en algunos casos su
morfologia (grande o pequefia) (Lack, Reichard, & Van Den Bussche, 2012). Siendo
indudable que este tipo de clasificacion no se equipara con la obtenida por medio del
analisis de relaciones filogenéticas, ya sea de secuencias obtenidas a partir del gen 18S

o del genoma mitocondrial (Schreeg et al., 2016).

Es asi como a través del analisis del genoma mitocondrial se han reconocido 5 grupos o
clados en el orden Piroplasmida: () Babesia sensu stricto, (I1) Theileria 'y Cytauxzoon, (lll)
Theileria equi, (IV) Grupo Babesia occidental, (V) Grupo Babesia microti. (Schreeg et al.,
2016).

El primero, (I) Babesia sensu stricto, el cual se refiere a las Babesia como han sido
definidas clasicamente; parasitos transmitidos transovarialmente en la garrapata vector y
solo afecta eritrocitos, es un grupo monofilético clasificado por medio de metodologias
tanto biolégicas como moleculares. En este grupo se ubican especies de Babesia
grandes como B. caballi, B. bigemina, B. canis canis, B. canis rossi, B. canis bogeli y
Babesia pequefias como B. gibsoniy B. bovis. Es importante destacar que aun mejor que
la metodologia de clasificacion por medio de su morfologia, esta el tropismo por sus
huéspedes, dado que es posible dividir las Babesia dentro del clado sensu stricto, en las
que tienen afinidad por ungulados y las que afectan carnivoros, sin embargo, se ha
tenido evidencia de que este grupo de Babesia puede infectar multiples huéspedes
vertebrados (Schreeg et al., 2016). En cuanto a su divergencia, es posible afirmar que
este clado se separo de los demas piroplasmidos hace aproximadamente 11 millones de
afos (Lack et al., 2012).

(Il) Theileria y Cytauxzoon (Schreeg et al., 2016) es un clado que tiene una diversidad
aproximada de 3 millones de afos atras y es denominado de esta forma debido a sus

caracteristicas de replicacion en linfocitos o macréfagos (Lack et al., 2012).
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(I Theileria equi fué originalmente llamado B. equi, y se reclasific6 como Theileria a
partir del descubrimiento de la invasién de monocitos y linfocitos, sin embargo, por medio
de analisis de su filogenia a partir del gen 18S no fue posible incluirlo en el grupo
Theileria ni en el grupo Babesia y es asi como se ubicé en un unico clado dentro del
orden Piroplasmida. Adicionalmente debido a caracteristicas en su genoma, se reafirmo
su diferenciacion con base en su estructura ya que es 1.5 Kb mas largo que cualquier

piroplasmido. (Schreeg et al., 2016 ).

(IV) Grupo Babesia occidental es un clado en donde los organismos localizados en este
grupo fueron aislados al occidente de Estados Unidos, de ahi su nombre. Sin embargo, el
aislamiento de cepas en diferentes lugares como Surafrica en un guepardo y Europa
propone que organismos de este grupo se distribuyen alrededor del mundo y no ha sido

todavia muestreado su rango geografico (Schreeg et al., 2016 ; Lack et al., 2012).

(V) Grupo Babesia microti es un clado que hace parte del grupo Babesia sensu latu el
cual se originé antes del grupo Babesia sensu stricto y Theileria, esto corroborado por
medio de andlisis de secuencias del genoma mitocondrial donde lo situa separado del
ancestro comun mucho antes que todas las especies piroplasmidas. Este grupo tiene una
diversidad considerable de huéspedes (Schreeg et al., 2016) al igual como ocurre con el
grupo Babesia sensu stricto, cuya restriccién de especificidad de huésped es baja (Lack
et al., 2012 ; Criado-Fornelio, Martinez-Marcos, Buling-Sarafa, & Barba-Carretero, 2003).
A partir del analisis de secuencias, se puede inferir que estos parasitos tienen una
diversificacion aproximada de 17 millones de afos atras en la era del mioceno en donde

los cambios en la fauna y flora coinciden con la aparicion de praderas (Lack et al., 2012).

Debido a esto, se han mencionado varias teorias a partir del analisis conjunto de filogenia
y ciclos de vida parasitaria, entre estas esta la posible diversificacion de los ungulados al
mismo tiempo que la presentada por los parasitos en Africa, (Lack et al., 2012) lugar

donde se piensa es el origen de los piroplasmidos. (Criado-Fornelio et al., 2003)

Ademas, se cree que B. bovis podria ser derivado de B. ovis y este a su vez ser derivado
de un ancestro africano representado por Babesia sp., todo en concordancia con la
divergencia temprana de los bovinos con respecto a ovinos y caprinos. (Criado-Fornelio
et al., 2003)
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Sin embargo, se piensa que B. canis es posible sea el origen de todos los Babesidos y
Ungulobabesidos por su baja especificidad de huéspedes y su facil transmision por
diferentes géneros de garrapatas, lo que permitiria considerar que su ancestro se adapté
facilmente en un principio en equinos y luego en ungulados (Criado-Fornelio et al.,
2003).

Sumado a esto, también se piensa que los roedores son el huésped del ancestro comun
de los piroplasmidos, el cual fue adquiriendo capacidades para infectar otros huéspedes
como los carnivoros y primates y finalmente infectaron ungulados hace mas de 13

millones de afos. (Lack et al., 2012).

Estos cambios continuos de huésped pueden resultar en especies de parasitos en
ambientes nuevos y por lo tanto resultar en presiones de seleccion y una elevada tasa
evolutiva. De acuerdo a eso, el clado de Babesia sensu stricto parece haberse
diversificado bajo diferentes condiciones climaticas, en donde ungulados cambiaron su
alimentacién en el mioceno tardio donde pasaron a ingerir forrajes en las praderas (Lack
etal., 2012).

1.2.5 Diagnéstico

Con el fin de identificar los parasitos presentes en muestras de sangre, se requiere de
medios diagndsticos para confirmar su presencia sin embargo, no es recomendable dejar
de lado datos epidemiolégicos y examenes clinicos que hacen posible la observacion
integral de la enfermedad con respecto a la ausencia de sintomas o lesiones

patognomonicas que permitan reconocerla en campo (Cordero & Rojo, 2000).

En relacién al curso agudo de la babesiosis, aproximaciones como la microscopia se
emplea en diagnéstico de campo donde el frotis sanguineo es el mas apropiado, no
obstante, no es el indicado en estudios epidemioldgicos (Aktas et al., 2005) debido a la
dificultad al momento de diferenciacion de especies y su baja sensibilidad en muestras
de portadores asintomaticos donde las cargas parasitarias son reducidas (Niu et al., 2009
; Abdel Aziz et al., 2014), asi mismo animales que se recuperan de un episodio de
babesioisis mantienen el estatus de portador asintomatico lo que podria llegar a

perpetuar el ciclo en la naturaleza (Abdel Aziz et al., 2014; Blanco, Cardona, & Vargas,
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2016) siendo una amenaza considerable para animales susceptibles a la infeccion en
momentos donde se encuentran alimentandose en areas infestadas de vectores

potencialmente transmisores (Abdel Aziz et al., 2014).

Asi mismo se emplean técnicas serologicas para detectar anticuerpos especificos (Erster
et al., 2016). Estas pruebas serolégicas son utiles en estudios epidemiolégicos (Emre,
Dlzgun, Iriadam, & Sert, 2001; Mahmoud et al., 2015), sin embargo, algunas técnicas
serolégicas son frecuentemente afectadas por la reactividad cruzada de los anticuerpos
contra otras especies, lo que puede conllevar a falsos positivos (Theodoropoulos et al.,
2006; Abdel Aziz et al., 2014). Adicionalmente, los anticuerpos tardan dias o semanas en
desarrollarse en un animal infectado, también se detectan luego de ser vacunados o
podrian estar presentes después de varios dias de haberse presentado la enfermedad
(Horta et al., 2014)(Niu et al., 2009) (Abdel Aziz et al., 2014). Un buen ejemplo de
especificidad y facil manejo es la ELISA competitiva, la cual puede ser mas practica que
la técnica IFAT y tiene mas potencial que la misma ELISA convencional (Abdel Aziz et
al.,, 2014) en donde se usan proteinas del merozoito para la elaboracién de las pruebas
(Guan et al., 2012).

Finalmente, aproximaciones moleculares como la PCR son realmente utiles y se ha
evaluado y demostrado una elevada efectividad capaz de detectar 10 células infectadas
por mililitro se sangre (Theodoropoulos et al., 2006), siendo altamente sensible con el fin
de detectar ADN del parasito en un animal con 0.00001% de parasitemia (Aktas et al.,
2005), y mas aun, técnicas como la PCR anidada o semi-anidada (Abdel Aziz et al., 2014
; Mahmoud et al., 2015) donde no solo se mejora la sensibilidad de la técnica, también es
posible confirmar la especificidad de la primera reaccion (Mahmoud et al., 2015 ; Abdel
Aziz et al., 2014), la cual, comparada con la PCR convencional, provee caracteristicas
adicionales en cuanto a la diferenciacion de especies relacionadas con la enfermedad e
incluso permite la identificacion del agente causal en cuadros subclinicos donde no se
presenta sintomatologia a pesar que el ovino sea portador (Horta et al., 2014), no
obstante no es posible la correcta identificacion de animales positivos con infecciones
mixtas (Niu et al., 2009 ; Inci, I¢a, Yildirim, & Dizli, 2010). Mas aun, la sensibilidad de la
PCR cuantitativa permite la deteccion del parasito luego de 100 dias posteriores a la
infeccion, lo cual es favorable ya que faculta la cuantificacion y deteccion del parasito en

bajas cantidades en el organismo (Erster, Roth, Wollkomirsky, et al., 2016).
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1.2.6 Diagnéstico molecular

Se han identificado diversos marcadores genéticos de Babesia sp. con la finalidad de
amplificar genes conservados entre la especie y ser posible la diferenciacion entre

diferentes zonas geograficas (Rios & Rios, 2011).

Es asi como el gen de la Subunidad Pequefia Ribosomal (ssu) 18S rRNA, que codifica
para un componente pequefo de los ribosomas, es uno de los marcadores moleculares
mas utilizados debido a su alto grado de conservacion en todos los seres vivos y por esto
en un principio fue empleado en la elaboracion del arbol filogenético metazoario
(Halanych, 2004). Con respecto a la deteccion de especies de Babesia sp., permite la
diferenciacion entre B. bovis y B. bigemina por ser conservado entre cepas de diferentes
zonas geograficas y por esta razén ha sido empleado en estudios epidemiolégicos (Rios
& Rios, 2011). Asi mismo, este marcador molecular al ser de facil acceso por sus
regiones flanqueantes, permite el uso de cebadores universales obteniéndose ADN
amplificado incluso en organismos pequefios. (Bermudez & Gémez, 2017; Meyer, Todt,
Mikkelsen, & Lieb, 2010). Sin embargo, se ha descrito que debido a la velocidad lenta de
evolucion en organismos eucariotas, en estudios de filogenia es necesaria la
combinacién de este gen nuclear con genes mitocondriales para dar confiabilidad al

analisis (Tian et al., 2013).

Este marcador molecular ha sido empleado en bovinos y bubalinos (Alkefari, Al-Gharban,
& Ahmed, 2017; Souza et al., 2013), équidos (Qablan et al., 2013), pequefios rumiantes
(Aktas, Altay, & Dumanli, 2007; Liu et al., 2007), porcinos (Zobba et al., 2014) y pequefias
especies (Alho et al., 2017; Bermudez, 2017) en donde se destacan estudios en
Colombia (Bermudez et al.,, 2017; Rios et al.,, 2014), Ecuador (Medina et al.,, 2017),
México (Lira et al., 2017), Brasil (Souza et al.,, 2013), Inglaterra (Jizhou et al., 2017;
Phipps et al., 2016) y China (Luo et al., 2007).

También ha sido posible evaluar el grado de conservacion del gen Citocromo B del
complejo Il (COX3) ya que debido su rapida tasa de evolucion comparada con el ADN

nuclear lo hace adecuado en estudios filogenéticos de Babesia sp.. No obstante,
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comparado con este tipo de genes como el ssu 18S rRNA, estudios donde se emplea el
gen COB son mas eficientes reconociendo linajes cercanos contrario al reconocimiento
de ramas profundas en la filogenia, sin embargo, su uso conjunto con genes nucleares
complementan esta dificultad (Tian, Luo, et al., 2013). Este marcador molecular fue
empleado como herramienta molecular en China, donde se diferenciaron 11 aislados de
Babesia spp. para el establecimiento de relaciones filogenéticas, mostrando ser de
utilidad. En conclusion el analisis combinado entre los genes 18S rRNA y COX3 mejora
significativamente la confiabilidad de las relaciones filogenéticas obtenido dentro de las

especies de Babesia sp. (Tian et al., 2013)

La organizacion del locus del gen rap-1 de B. bigemina se ha reportado consiste en 5
copias organizadas en tandem del gen rap-1a intercalados con 5 copias idénticas del gen
rap-1b y una sola copia del gen ra-1c en el extremo 3’ del locus (Suarez et al., 2003;
Mosqueda et al., 2004). Estos marcadores moleculares generan transcritos en los
estadios sanguineos minimizando la posibilidad de variacién en la secuencia debido a la
presion inmune promoviendo su seleccién como candidato a ser usado en la elaboracion
de cebadores gracias a su alto grado de conservacion especie-especie entre distintas
cepas (Mahmoud et al., 2015). Una caracteristica importante en este gen es el control en
la transcripcion en la porcidon Rap-1c del locus. Es decir, el analisis de la transcripcion de
genes Rap-1a, Rap-1b y Rap-1c sugieren que hay regulacion transcripcional y
postranscripcional encontrada en el locus de B. bigemina rap-1 pudiendo reflejar un
mecanismo utilizado por el parasito para adaptarse a las variaciones en el ciclo de vida,
como los diferentes entornos de vectores de vertebrados e invertebrados, haciendo que
las porciones Rap-1b y Rap-1c se muestren invariables y por lo tanto conservadas
(Suarez et al.,, 2003). Este marcador molecular se empled en muestras de bovino y
bubalino donde fue posible la identificacidon por medio de PCR anidada la presencia de B.
bovis en el 14% (Abdel Aziz et al., 2014) y 15% (Mahmoud et al., 2015) de los bovinos y
3.7% en bufalinos y B. bigemina en el 28% (Abdel Aziz et al., 2014) y 32.4% (Mahmoud

et al., 2015) de los bovinos.

Otros genes empleados como marcadores moleculares son el gen Beta Tubulina y la
familia de genes msa-1 y msa-2c (Antigeno de superficie del merozoito) que codifican
para proteinas antigénicas localizadas en la superficie de los merozoito (Florin-
Christensen et al.,, 2002). Igualmente, el gen B-Tubulina podria ser utilizado en la

amplificacion de genes de Babesia sp. y Theileria sp. mas comunes ya que pertenece a
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uno de los genes de apicomplexas en donde la posicién del primer intrén es altamente
conservada en la mayoria de las especies. Es asi como en un estudio, un fragmento del
gen B-Tubulina fue amplificado por medio de PCR-RFLP a partir de ADN gendmico de B.
bovis, B. bigemina, B. divergens, B. major, B. caballi, B. equi, B. microti, Theileria anulata
y Theileria sergenti demostrando una adecuada clasificacion de las cepas por medio de
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion — RFLP (Caccid, Camma,
Onuma, & Severini, 2000).

Del mismo modo y considerando la limitante al momento de diagnosticar infecciones
mixtas por medio de PCR (Niu et al., 2009)(Inci et al., 2010), se emplea también la
metodologia de Reverse Line Blot (RLB) con el objetivo de identificar diferencias en las
secuencias amplificadas con la hibridacién en una membrana de los productos obtenidos
por PCR. Ademas su uso como herramienta diagnédstica sirve no solo en portadores
sintomaticos, también es posible su uso en infecciones subclinicas y es por esto que es
recomendada en monitoreos epidemiolégicos de enfermedades transmitidas por vectores
ixédidos (Niu et al., 2009). Es por esto que la region hipervariable V4 del gen 18S rRNA
ha sido empleada como marcador molecular para la clasificacién taxondémica y
filogenética dado su alto grado de conservacion en esta region (Horta et al., 2014) y de
igual modo, usada en la hibridacion de productos de PCR en Reverse Line Blot - RLB
(Schouls et al., 1999)(Inci et al., 2010)(Aydin, Aktas, & Dumanli, 2015) en un estudio
realizado en Turkia en 389 animales donde se obtuvo la identificacion de diferentes
especies como T. annulata, Theileria buffeli/orientalis, B. bigemina y B. major. (Kursat
Altay, Aydin, Dumanli, & Aktas, 2008). Esta regién V4 del Gen 18S es la mas grande y
compleja, y en eucariotas, la longitud de esta region es de aproximadamente 230 bases a
520 bases, y es por esto que, para estudios de diversidad, se han sugerido el uso de las

regiones V4 y V9 como candidatos mas destacados. (Hadziavdic et al., 2014).

También se han empleado genes que codifican para proteinas implicadas en la invasion
diferentes a Rap-1, como lo son el antigeno-1 asociado a la membrana (AMA-1), esta es
una proteina de membrana integral de tipo | conservada estructuralmente con un
ectodominio N - terminal rico en cisteina, un Unico dominio transmembrana y un Cola

citoplasmica C-terminal (Niu et al., 2017).
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Asi mismo se han empleado marcadores moleculares como los ITS en donde ITS2
puede ser el mas informativo para la identificacion a nivel de especie y subespecie, y
contiene estructuras secundarias conservadas que pueden usarse para facilitar
alineamientos de categorias taxonémicas de género y orden debido a su funcién en el

procesamiento de ARNr (Song et al., 2012).

Finalmente, uno de los marcadores moleculares que ha sido empleado en la deteccion
de Babesia bovis es el Antigeno asociado a Rap-1 (RRA) el cual posee caracteristicas de
todos los miembros de la familia de genes de Rap-1 de Babesia. Esta altamente
conservado entre los aislados geograficos de B. bovis, contiene epitopos sensibles a la
neutralizacion y se expresa en merozoitos tanto in vitro como in vivo (Mahmoud et al.,
2015).

1.2.7 Marcadores moleculares usados en ovinos

Estudios en la especie ovina con el objetivo de identificar diferentes piroplasmidos se han
realizado por medio del empleo de diferentes marcadores moleculares. Es asi como la
region hipervariable V4 del gen 18S rRNA fue empleada en muestras de sangre
obteniéndose la identificacion de los siguientes parasitos Theileria luwenshuni-B. motasi
(Niu et al., 2009) Theileria ovis (Kursat Altay, Dumanli, & Aktas, 2007 ; Inci et al., 2010) B.
ovis (Sevinc et al., 2007 ; Inci et al., 2010 ; Kursat Altay et al., 2007) Theileria lestoquardi-
Theileria separata (Kursat Altay et al., 2007).

Asi mismo, con la ayuda de PCR convencional dirigida a amplificar un fragmento del gen
18S rRNA ha sido posible la identificacion de B. ovis en 52 animales (Esmaeilnejad et al.,
2014) y 16 animales (Theodoropoulos et al., 2006), también fue posible identificar T.
luwenshuni en 19 animales colectados (Phipps, Hernandez-triana, Goharriz, Welchman,
& Johnson, 2016).

Del mismo modo, la amplificacién de este gen 18S rRNA de Babesia ovis se pudo
corroborar la correcta identidad de una cepa aislada (K. Altay, Aktas, & Dumanli, 2008) y
la identificacion de 122 muestras de ovinos los cuales previamente habian sido

identificadas por medio de extendido de sangre (Sevinc et al., 2013)

Identificacién especifica de B. ovis en muestras de ovino ha sido posible por medio de la

amplificaciéon del gen que codifica para la Proteina D de superficie en muestras de sangre
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de animales infectados. En un principio este gen que codifica para la proteina se obtuvo
a partir de eritrocitos infectados (Erster, Roth, Wollkomirsky, et al., 2016 ; Erster et al.,
2015) en ofros estudios enfocados en evaluar la capacidad de transmisién de garrapatas
Rhypicephalus bursa en ovinos naturalmente infectados en donde se concluy6 que esta
garrapata transmitia de forma exitosa el parasito y los animales fueron infectados.
(Erster, Roth, Wolkomirsky, et al., 2016).

1.3 Babesiosis ovina

Con respecto a la babesiosis ovina, causada por B. ovis, B. motasi y B. crassa, puede
presentarse de forma hiperaguda, aguda o cronica, manifestandose en su curso
hiperagudo con cuadros de fiebre, hemoglobinuria, ictericia, anemia, y al no ser tratada a
tiempo, la muerte (Sevinc et al.,, 2007). Por otra parte, con respecto a los agentes
causales, B. ovis es considerada de las tres, la mas patdgena, mostrando tasas de
mortalidad entre el 30% y el 50%, presentandose sintomas como hipertermia de 42°C en
el periodo que antecede la presentacion de la sintomatologia y neumonia aguda, luego
cursa con anemia marcada, hemoglobinuria y leucopenia que resulta en la muerte del
ovino. En relacidon con los hallazgos histopatoldgicos, se evidencia una encefalitis no
purulenta, neumonia intersticial, pericarditis hemorragica y endocarditis, hepatitis
necrética central y necrosis lobular de los tubulos renales, todo esto caracteristico de un
sindrome de shock, B. motasi parece ser menos virulenta ya que la enfermedad en su
forma aguda presenta fiebre, anorexia, taquicardia, mucosas palidas, ictericia,
hemoglobinuria, dolor abdominal, diarrea, postracion y muerte. Contrario a la forma
crénica donde s6lo se manifiestan sintomas como emaciacion, tos y edema. B. crassa es
la tercera especie de Babesia que afecta a los ovinos y es de tamafio grande, de baja

patogenicidad y recientemente aislada (Alessandra & Santo, 2012).

Al mismo tiempo, hallazgos hematoldgicos podrian mostrarse alterados debido a la
destruccion de los glébulos rojos por parte del parasito, presentando anemia de tipo
microcitica hipocrémica en animales susceptibles y macrocitica hipercromica en
resilientes (Sevinc et al., 2013), también disminucion en la hemoglobina y el conteo de
plaquetas revela un problema de coagulopatia intravascular diseminada y vasculitis,

concordante con una hemdlisis intravascular. (Sevinc et al., 2013) Esta trombocitopenia
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puede ser resultado de una activacibn de macréfagos por parte de citoquinas
inflamatorias como el interferon—Gama (IFN-y) (Mahmoud et al.,, 2015). No obstante,
valores como el plaquetocrito, conteo de linfocitos y el volumen medio de plaquetas se
ven incrementados y este ultimo puede ser debido a una respuesta por parte de la
médula ésea al descenso de las plaquetas en el organismo. De igual modo, hay un
incremento en los niveles de nitrégeno ureico en sangre y bilirrubina total, acorde con el
dafio renal y hepatico (Sevinc et al.,, 2013). De acuerdo con estudios realizados en
ovinos, la gravedad de la enfermedad estaba directamente relacionada con la
peroxidacion de los lipidos de los eritrocitos, incluyendo dafio en la membrana, formacién
de metahemoglobina, fragilidad osmodtica y destruccion total del glébulo rojo.
Concluyendo que el dafio provocado por los cambios oxidativos, favorece la hemolisis
intravascular y forman parte fundamental de la patogénesis de la anemia (Esmaeilnejad,
et al., 2012) sin embargo el incremento de la eritrofagocitosis por macréfagos activados y
la produccion de anticuerpos anti-eritrocitos se ha visto puede llegar a ser también

causante de la anemia (Mahmoud et al., 2015).

En casos en donde las enfermedades se presentan de forma subclinica, molecularmente
se muestra una reduccion en los niveles de expresion de genes de IFN-y y hay un
incremento en Interleuquina 1-B (IL-1 B) y citocinas reguladoras de células T como TGF-
B1 (Abdel Aziz et al., 2014).

1.3.1 Especies de Babesia presentes en ovinos

En ovinos se presenta B. ovis (habitualmente transmitida por garrapatas R. bursa
(Uilenberg, 2006), Rhipicephalus sanguineus y Rhipicephalus turanicus) (Esmaeilnejad et
al., 2014), también B. motasi (transmitida por garrapatas de los géneros Rhipicephalus
sp. y Dermacentor sp.). (Cordero & Rojo, 2000) y B. crassa que particularmente no se ha
especificado su vector, aunque su denominacidon se debe basicamente a su aspecto

morfolégico (Uilenberg, 2006).

Asi mismo, B. ovis es mas frecuente en el sur de Europa, diferente a B. motasi donde se
ha reportado en las islas britanicas, Alemania, Paises bajos, Suecia (Stuen, 2013), la isla
de Gotland (Stuen, 2012) Francia, Italia, Espafa y Turquia (Stuen, 2016). Con respecto a
su vector, R. bursa se encuentra distribuido en la cuenca del mediterraneo, los balcanes,

el sur de la antigua URSS, Irak e Iran (Yeruham et al., 1998). Ademas, en Europa las
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garrapatas encontradas con mayor frecuencia son Dermacentor marginatus,
Haemaphisalis punctata, R. bursa (dispersa en Europa), Ixodes ricinus (siendo altamente

localizada en el norte de Europa) (Stuen, 2016).

1.3.2 Otras especies de Babesia presentes en ovinos

A pesar de reconocerse parasitos con afinidad especifica en cada especie, ha sido
posible encontrar hemoparasitos que comunmente afectan los ovinos en otros animales
como los caninos que tiene contacto con el rebano (Azmi et al., 2016)(Guan et al.,
2012)(Azmi et al., 2016) como es el caso en un estudio realizado en Grecia de la
garrapata R. sanguineus en donde siendo habitual de caninos, se ha visto presente en
ovinos (Theodoropoulos et al., 2006) sin embargo esto no es concluyente a pensar que
sean vectores biolégicos permanentes, no obstante podrian ser factores de riesgo en la

transmisién de la babesiosis (Azmi et al., 2016).

Asi mismo, ha sido posible la identificacion infeccidon cruzada de B. bovis y B. bigemina
en la especie ovina en estudios realizados en muestras de sangre y garrapatas
colectadas de las ovejas. Es asi como en la region del mar negro en Turquia por medio
de la amplificacion de la region hipervariable V4 del gen 18S rRNA con PCR-RLB se
identificd en 1 de 49 pooles de garrapatas R. bursa la presencia de B. bigemina (Aydin et
al.,, 2015) y en otro estudio realizado en Egipto por medio de una PCR anidada para B.
bovis dirigida a amplificar un fragmento del gen de la Proteina asociada a las Roptrias —
RAP-1 y PCR convencional para B. bigemina dirigida a amplificar un fragmento del gen
del Antigeno de Membrana Apical — AMA1 dando como resultado una muestra positiva a

B. bovis y 2 muestras positivas a B. bigemina (Elsify et al., 2015).

Con la ayuda de metodologia molecular en otro estudio realizado en Irak, fue posible
corroborar ovinos que en un principio fueron diagnosticados por medio de metodologia
serolégica, identificando la presencia de B. bigemina en 4 ovinos de un total de 59
muestreados donde las especies de garrapatas colectadas fueron R. sanguineus, R.
turanicus, Hyaloma anatolicum excavatum, Hyaloma anatolicum anatolicum, Hyaloma
marginatum marginatum, Hyaloma turanicum, Hyaloma dentritum y Babesia annulatus
(Ameen & Abdullah, 2012).
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Finalmente, debido a los pocos reportes acerca de parasitos hemotrdpicos en la especie
ovina en Colombia, el presente estudio se encamind en identificar el agente causal de la
babesiosis ovina mediante la implementacién de microscopia, técnicas moleculares y
secuenciaciéon de ADN con el fin de determinar la especie circulante e instaurar

estrategias de control adecuadas ante la enfermedad.






2.Metodologia

2.1 Area y poblacién objeto de estudio

Debido a caracteristicas ambientales, se evalu6é la presencia de hemoparasitos del
género Babesia sp. en 10 predios seleccionados aleatoriamente ubicados en las veredas
de Campamento, Santa Rosita, Pica Pica, San José de Uré y La Manuelita en el
Municipio de Montelibano, el cual se encuentra ubicado al sur del departamento de
Cordoba-Colombia, entre 7°58'16" latitud Nortey 75°25'05" latitud Oeste donde
predomina clima calido y cuenta con 1.890 km2 de superficie, albergando 3.947 ovinos

de acuerdo al censo ICA 2016.

Para la asignacion del niumero adecuado de animales requerido para la elaboracion del
estudio, el tamano de la muestra se calculé por medio de la ecuacion recomendada por
Hernandez (2006) y Pourhoseingholi, Vahedi y Rahimzadeh (2013) (ver ecuacién 2.1.1)
para estudios epidemiolégicos en poblaciones animales donde N = 3.249 es la poblacion
de ovinos del municipio de Montelibano segun censo del ICA (2017), Za = 1,96 es el nivel
de confianza (95%), e = 5% es el margen de error, P = 10% es la prevalencia esperada y

de acuerdo a esto, se seleccionaron 167 ovinos (n).

N.zZZ.P.(1-P)
e2.(N-1)+z2.P.(1-P)

2.1.1

n=

2.2 Examen clinico

Inicialmente y con antelacion a la toma de muestras, se llevé a cabo un examen clinico al
animal con el objetivo de obtener datos relevantes (Anexo B) como el niumero de

identificacion, edad, sexo, estado productivo, raza, condiciébn corporal, peso e
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informaciéon como la temperatura corporal y Famacha® que permitiria por medio de
analisis determinar la distribucion de los grupos con respecto a la presentacion de la

enfermedad.

2.3 Recoleccion de la muestra

2.3.1 Muestra sangre periférica

Previa autorizacion del comité de ética de la Universidad Nacional de Colombia en su
resolucion N° 022, acta 18 del 21 de Noviembre de 2016 y basados en la metodologia
descrita y estandarizada en el Centro de Investigacion, Desarrollo Tecnoldgico vy
Extension ovino - CIDTEO se realizé una depilacion y desinfeccion con alcohol al 70% de
la zona auricular, se ocluyé la vena con el fin de visualizar su ubicacién y se puncioné
con aguja calibre 22 en el area media de la vena. Una vez la sangre fue visible, se retird
la aguja y se procedio a realizar presion con algodon y desinfectante. Posteriormente se
procedio a la elaboracién del extendido de sangre en lamina la cual fue fijada durante 5
minutos con metanol para su adecuado almacenamiento basados en la metodologia
descrita por Escobar et al., (2013). Asi mismo, cada lamina fue marcada con el niumero

de registro individual asignado a cada animal.

2.3.2 Muestra sangre yugular

De cada animal evaluado y previa sujecién de este para garantizar un grado minimo de
invasividad basados en la metodologia descrita y estandarizada en el Centro de
Investigacién, Desarrollo Tecnoldgico y Extension ovino - CIDTEO se procedio
inicialmente a la depilacion y desinfeccion de la zona yugular con alcohol al 70%. Luego
con ayuda de aguja Vacoutainer de 12-15 mm calibre 20g se puncioné la vena en un
angulo de 30° y con un tubo de colecta con anticoagulante EDTA se obtuvieron 5 ml se
sangre hasta terminar su vacio. Estas muestras de sangre fueron almacenadas a 4°C en
un sistema triple basico con tres niveles de contencion de acuerdo con las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud para el envio de sustancias

infecciosas hasta su procesamiento.
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2.4 Técnicas de laboratorio

2.4.1 Evaluacion del hematocrito

Inicialmente se llevé a cabo la evaluacién del hematocrito segun Ledn (2013) por medio
de tubo capilar, procediendo a completar las % partes de su capacidad con sangre con
EDTA. Posteriormente el extremo identificado con un anillo de color azul se obstruyé con
plastilina y luego se dispuso en la microcentrifuga con especial cuidado de localizar la
zona obstruida hacia el exterior e identificando su ubicacion en una tabla. Seguidamente
se centrifugé a 12.500 revoluciones durante 5 minutos y como se muestra en la Figura 2-
1 se midi6 el volumen de paquete celular sin incluir la capa de leucocitos y plaquetas con

la ayuda de una regla graduada

Figura 2-1: Evaluacion de hematocrito con tubo capilar

2.4.2 Elaboracion del frotis sanguineo

Posteriormente, se procedid a la elaboracion de la tincién de los extendidos de sangre
periférica realizados en campo con Eosina-Azul de metileno en solucion May-Grunwald
modificada (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), basados en la metodologia
descrita por Castalleto et al., (2018) diluyendo en proporcion 3:1 la solucién colorante en
PBS pH 7.4 durante 40 minutos, luego se descartd la coloracidon con ayuda de agua

destilada y se dejo a temperatura ambiente hasta su lectura en aceite de inmersién en
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100X como se muestra en la Figura 2-2 con el objetivo de evaluar formas

intraeritrocitarias correspondientes a piroplasmidos del género Babesia sp.

Figura 2-2: Extendido de sangre periférica

2.4.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd a partir de las muestras de sangre completa de ovino.
Para ello se empled el protocolo sefalado en el Kit Promega Wizard® Genomic DNA
Purification (CAT. # A1125) empleando metodologia para extraccién de ADN en bacterias
intracelulares con lisozima de la siguiente manera: en tubo de 1.5ml esterilizado en UV
Crosslinker FB-UXL-1000 se alicuoté 300ul de sangre y se mezclé con 900ul de solucién
de lisis celular llevandose a incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
centrifugd a 16.000g por 2 minutos y se descartd el sobrenadante. Se reconstituy6 el
pellet con 480ul de soluciéon EDTA 50mM y 120ul de lisozima (10mg/ml) para ser llevado
a incubacion por una hora a 37°C. Posteriormente, esta solucién se centrifugé a 16.000g
por 2 minutos y el sobrenadante fue descartado para reconstituir el pellet con 300ul de
solucién de lisis nuclear e incubado por 5 minutos a 80°C. Luego se adiciond 3ul de
RNAsa y se regres6 a incubacion por una hora a 37°C. Seguidamente se adiciond 100pl
de solucidn de precipitacion de proteinas aplicando vortex inmediatamente y luego se
centrifugd a 16.000 g por 3 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo graduado
de 1.5 que contenia 300ul de Isopropanol y se centrifugd a 20.000 g por 3 minutos.
Enseguida se descartd el sobrenadante para adicionar 300ul de etanol al 70% y ser
nuevamente centrifugado por 3 minutos a 20.000 g. El sobrenadante fue descartado de

nuevo y el tubo se dispuso a secarse a temperatura ambiente durante 12 horas y luego



Capitulo 2 27

se conservaria a 4°C hasta su reconstitucion y cuantificacion en Thermo

Scientific™ NanoDrop™.

2.5 Amplificacion de ADN

Para la elaboracion de las técnicas moleculares de PCR y con el objetivo de identificar
los cebadores adecuados para la amplificacion de los genes objetivo, se evalud la
especificidad reportada de cada uno en estudios previos y se concluy6 que el marcador
ideal para identificar muestras positivas a Babesia spp. es la subunidad pequena
ribosomal 18S rRNA por su alto grado de conservacion y para B. ovis el gen que codifica
para la proteina D de superficie BoSPD, para B. bigemina el gen que codifica para la
proteina asociada a las roptrias — RAP-1c y para B. bovis la proteina del antigeno
asociada a las roptrias — RRA por su alto grado de especificidad. Luego a cada juego de
cebadores por medio de la herramienta BLAST disponible en el National Center for
Biotecnology Information — NCBI se le evalud la afinidad con las secuencias reportadas
previamente en la base de datos. Estas secuencias junto con los productos de

amplificacién esperados se muestran en la Tabla 2-1.
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Tabla 2-1: Secuencias de cebadores empleadas en la amplificacion de fragmentos de
genes asociados a Babesia spp., B. ovis, B. bigemina, B. bovis

Tamaiio del

CEBADOR GEN SECUENCIAS Autor
fragmento
Gen de la Subunidad 5 AATAACCCAATCCTGACACAGGG-3'
PiroA- pequefia ribosomal 18S (Phipps et
. . , 423 pb
PiroB rRNA de piroplasmidos 5 TTAAATAGCAATGCCCCCCAAC-3’ al., 2016)
GenBank KU234526
Gen de la proteina D de | 5-GGCCCATGGGCATGTTGGCCAAGTATCTTGCC-3 (Erster,
Roth,

superficie de Babesia )
BoSPD 471 pb | Wolkomirsk

ovis 5-CCGCTGCAGCGCCGTCAATTTGGCCTTGAACTC-3

y, etal.,
GenBank KR536611
2015)
BiF Gen de la proteina 5-ATGATTCACTACGCTTGCCTC-3’ .
, , . p
BiR asociada a las roptrias 5-GTCTTGTAGTATATGGCGGTCATGTAG-3'
de Babesia bigemina
BINE RAP-1c 5-TCTCGAAGACAGCGAACAGA-3
. 236 pb
BINR | GenBank AY146983 5-GTGAAGCTGGTAGGGGTCAG-3
Gen dal anti (Mahmoud
en del antigeno g s
BoF _ 9 5-ATTGGCATCTGGGCTAAGTG-3 etal, 2015)
BoR relacionado con la 823 pb
O ) )
proteina asociada a las 5-CAGCCCATTTCACAGGTTTT-3
ropirias de Babesia 5-TGTTCCTGAGCCGCTATCTT-3
BoNF bovis RRA
387 pb
BoNR GenBank

5-CAGCCCATTTCACAGGTTTT-3
XM_001610900

Se elaboraron pruebas previas a la evaluacion de las muestras con el objetivo de
estandarizar temperatura y concentracién de reactivos con las muestras de control
positivo de B. bovis y B. bigemina de sangre de terneros inoculados experimentalmente y
pertenecientes al banco de ADN del laboratorio de Control Genético en Salud Animal del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia y la muestra control de B.
ovis otorgada por la Doctora Monica Leszkowicz Mazuz del Kimron Veterinary Institute,
Israel. Para esta PCR se implementaron las condiciones de amplificacion reportadas por
Phipps et al. (2016) que amplifican un fragmento de 423 pb del gen 18S rRNA de los
miembros del orden Piroplasmida con los cebadores mencionados en la tabla 2-1 bajo
las siguientes condiciones de amplificaciéon: una denaturacién inicial de 94°C por 3

minutos seguido de 45 ciclos de 94°C por 30 segundos, gradiente de temperatura de
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alineamiento de 50°C - 55°C y 58°C por 30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y

una extension final a 72°C por 7 minutos.

2.5.1 Reaccion en cadena de la polimerasa para Babesia sp.

Para la identificacion molecular de muestras infectadas con Babesia spp. se
implementaron las condiciones de amplificacién reportadas por Phipps et al. (2016) que
amplifican un fragmento de 423 pb del gen 18S rRNA de los miembros del orden
Piroplasmida con los cebadores mencionados en la tabla 2-1. bajo las siguientes
condiciones de amplificacion: denaturacion inicial de 94°C por 3 minutos seguido de 45
ciclos de 94°C por 30 segundos, alineamiento a temperatura de 58°C por 30 segundos,

extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 7 minutos.

2.5.2 Reaccién en cadena de la polimerasa para B. ovis

Posteriormente las muestras fueron procesadas mediante cebadores BoSPD acorde a
las condiciones descritas por Erster et al. (2016) que amplifican un fragmento de 471 pb
con los cebadores mencionados en la tabla 2-1, bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: denaturacioén inicial de 94°C por 3 minutos seguido de 30 ciclos de 95°C
por 40 segundos, alineamiento a temperatura de 58°C por 40 segundos, extension a

72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos.

2.5.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa para B. bigemina

Adicionalmente, las muestras se evaluaron en una PCR anidada dirigida a amplificar un
fragmento del gen de la proteina asociada a las roptrias (rap-1c) de B. bigemina
mediante cebadores BiF-BiR segun las condiciones descritas por Mahmoud, et al., (2015)
que amplifican un fragmento final de 236 pb usando los cebadores mencionados en la
tabla 2-1, bajo las siguientes condiciones de amplificacién: para la primera ronda de PCR
la temperatura de denaturacion inicial fue de 95°C por 3 minutos seguido de 25 ciclos de
95°C por 30 segundos, alineamiento a temperatura de 61.2°C por 30 segundos,
extension a 72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 7 minutos. Las
condiciones de amplificacion para la PCR anidada fueron: una denaturacién inicial de

95°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, alineamiento a
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temperatura de 63.1°C por 30 segundos, extensién a 72°C por 30 segundos y una

extension final a 72°C por 7 minutos.

2.5.4 Reaccidén en cadena de la polimerasa para B. bovis

Finalmente, las muestras fueron evaluadas en una PCR semi-anidada dirigida a
amplificar un fragmento del gen del antigeno relacionado con la proteina asociada a las
roptrias (rra) de B. bovis mediante cebadores BoF-BoR segun las condiciones descritas
por Mahmoud, et al., (2015) que amplifican un fragmento de 387 pb usando los
cebadores mencionados en la Tabla 1. bajo las siguientes condiciones de amplificacién:
En la primera PCR una denaturacion inicial de 95°C por 3 minutos seguido de 25 ciclos
de 94°C por 30 segundos, alineamiento a temperatura de 60°C por 1 minuto, extensién a
72°C por 1 minuto y una extensién final a 72°C por 7 minutos. Las condiciones de
amplificacion para la PCR semi-anidada fueron: denaturacion inicial de 95°C por 3
minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, alineamiento a temperatura de
60°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 7

minutos.

2.6 Visualizacién, Secuenciacion de los productos de

PCR y analisis filogenético

Los amplificados de PCR fueron separados a partir del tamafio del fragmento en gel de
agarosa al 1.5% conteniendo SYBRsafe y visualizados en Transiluminador Safe
Imager™ 2.0 Invitrogen. Posteriormente se seleccionaron amplicones de PCR Rap-1c
que fueron purificados con el kit Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Zymo Research de
acuerdo con las instrucciones del fabricante transfiriendo el fragmento a un tubo de
microcentrifuga estéril de 1.5 ml disuelto con 3 volimenes de solucion ADB por cada
volumen de gel de agarosa. Luego se envidé a incubacion por 10 minutos a 55°C vy el
contenido se transfirid a columna Zymo-Spin™ . Se centrifugd por 60 segundos a 14.000g
y se adicionaron 200 pL de solucién buffer de lavado para centrifugar por 30 segundos a
14.000g, realizando de nuevo este ultimo paso. Luego se adicionaron 15uL de agua ultra
pura y se centrifugd a 14.000g por 1 minuto. Posteriormente se adiciond 1.2uL de

cebador a cada muestra y se enviaron los fragmentos al servicio de secuenciacién del
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Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia — SSiGMOL donde las
muestras son procesadas empleando la quimica BigDye Terminator y procesadas en un

Analizador Genético Applied Biosystems 3500.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas fueron editadas manualmente en el progama
Biological Science Aligment Editor (Bioedit®, Carlsbad, California, USA) y alineadas con
la ayuda del software Molecular Evolutionary Genetic Analisi 7 (MEGA 7®, DNAStar Inc.,
Madison, Wisconsin, USA) donde posteriormente se procedié a realizar el analisis
filogenético con la metodologia de distancias neighbor-joining y el algoritmo bootstrap

test para generar 1000 réplicas de alineamientos a partir de la original.

El alineamiento se realizé con 11 secuencias reportadas en el Genbank a partir del gen
Rap-1c de B. bigemina (KM212998.1 - XM_012911170.1 - AY146983.1 - AY146987.1 -
AY146986.1 - AY146985.1 - AY146984.1 - L77326.1 - KF267247.1 - M91173.1 -
M91169.1), 8 secuencias obtenidas a partir de cebador Rap-1c de ovinos de Montelibano
y 2 secuencias de muestras control positivo de B. bigemina. Luego, empleando la

metodologia neighbor joining-bootstrap se realizé el analisis filogenético.

2.7 Analisis estadistico

Previamente con la ayuda del programa estadistico RStudio (Version 3.4.4 15/03/2018)
se realiz6 un analisis descriptivo evaluando las variables hematocrito, edad, sexo, estado
productivo, raza, condicién corporal, peso, temperatura y famacha (Anexo A) y
posteriormente, con los datos obtenidos se realiz6 una regresidn logistica para
determinar la contribucién de estos factores frente al resultado obtenido bajo la técnica
molecular de PCR dirigida a amplificar un fragmento del gen Rap-1c de Babesia
bigemina donde se consideré como significantes aquellos valores de P inferiores a 0.1
(P<0.1).






3. Resultados

3.1 Muestreo

Se evaluaron 26 machos (15%) y 141 hembras (85%), agrupados en las razas Africana
(55%), Razas puras (19%) y Mestizos (26%) como se muestra en la Tabla 2-1. Las
edades de los animales fueron agrupadas entre los rangos de 3 a 11 meses de edad
(35%), 12 a 23 meses de edad (19%) y 24 o0 mas meses de edad (46%) como se muestra
en la Tabla 2-1. y su estado fisiologico al momento del muestreo fue 9% machos
reproductores, 3% corderos en destete y 32% en levante, 3% hembras en lactancia, 47%

vacias (47%) y 6% en gestacién como se muestra en la Tabla 2-2.

Tabla 3-1: Distribucion de las razas de los animales del muestreo (n=167)

SEXO RAZA NUMERO %
Africana 84 50%
HEMBRAS 85% | Puro 25 15%
Mestizo 32 20%
n=167
Africana 9 5%
MACHOS 15% Puro 7 1%
Mestizo 10 6%

Tabla 3-2: Distribucion de las edades de los animales del muestreo (n=167)

EDAD ESTADO NUMERO %

Corderos destetos 5 3%

3 A 11 MESES DE EDAD
Corderos en levante 53 32%
Hembras vacias 28 17%

12 A 23 MESES DE EDAD
Machos reproductores 3 2%

n=167

Hembras vacias 51 30%
24 O MAS MESES DE Hembras gestantes 10 6%
EDAD Hembras lactantes 5 3%

Machos reproductores 12 7%
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3.2 Examen clinico

Los ovinos muestreados fueron evaluados previa colecta de sangre con la finalidad de
evidenciar parametros relacionados con enfermedad causada por hemoparasitos. De
esta manera, datos como la temperatura rectal fue evaluada inicialmente con la intencién
de no ser alterada por la manipulacién, mostrando parametros no superiores a 40.1 °C
siendo normales (Pezzanite, Neary, Hutchens, & Scharko, 2009), teniendo en cuenta la

hora del muestreo (12:30 pm) y la localizacién de los predios en zona trépico célido.

La coloracién de la mucosa palpebral nos indicéd el posible grado de anemia de los
animales de acuerdo al protocolo reportado por Malan, Van Wyk, y Wessels (2001),
donde los ovinos categorizados en edades entre 3 a 11 meses de edad y mayores a 24
meses de edad fueron los grupos de animales con categorias 4 y 5 de acuerdo a la
técnica Famacha® como se muestra en la Figura 3-1. De acuerdo a esto, animales de 3 a
11 meses de edad en categoria 4 de Famacha® (2.4%) fueron 1 ejemplar de la raza
denominada Africana y 3 mestizos. En categoria 5 de Famacha® (1.2%) fue 1 ejemplar
de la raza denominada Africana y 1 mestizo. Con respecto a los ovinos agrupados en 24
o mas meses de edad, se encontraron en categoria 4 de Famacha® (3.6%) a 2 animales
de la raza Africana, 2 Katahdin y 2 mestizos y en categoria 5 de Famacha® (2.4%) a 2

animales de la raza Dorper, 1 mestizo y 1 de la raza denominada Africana.

Figura 3-1: Distribucién del porcentaje de animales respecto a calificacién obtenida de
Famacha® (n=167)
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El estado de condicién corporal en los ovinos se encontraba agrupado en 21% de los
animales en calificacion 2.0, 77.2% en calificaciéon 3.0 y 1.8% en calificacién 4.0.
Finalmente, solo 1 animal presentd alteracion en el tiempo de coagulacion posterior a la
puncién y no fue posible obtener vectores ixddidos de la totalidad de los animales al

momento de la inspeccion clinica.

3.3 Hematocrito

La valoraciéon del paquete celular es un parametro que se ve influenciado por diversas
manifestaciones, entre ellas la presencia de piroplasmidos en eritrocitos. Es asi como 46
ovinos (27.1%) del estudio se identificaron con Hematocrito (HCT) inferior al 25%, 97
(58.1%) entre el 25% al 35% de HCT y 24 (14.4%) se encontraban con valores
superiores al 35% HCT. Siendo los animales entre 3 a 11 meses de edad (15.57%) el
grupo de animales con conteos mas bajos con respecto al resto del grupo muestreado

como se puede apreciar en la Figura 3-2.

Figura 3-2: Distribucién del porcentaje de ovinos respecto a resultado de hematocrito
inferior al 25% (n=46)

% animales con HCT menor a 25%

15,57%
10.18%
3 A 11 MESES 12 A 23 MESES > A 24 MESES
n=46 (26 animales) (3 animales) (17 animales)

Aquellos animales agrupados en 3 a 11 meses de edad con porcentaje de hematocrito
menor al 25% correspondieron a 10 ovinos de la raza denominada Africana y 17

mestizos.
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3.4 Frotis sanguineo

El examen microscépico de los extendidos de sangre mostré parasitemia
correspondiente segun morfologia a Babesia spp. en 4 muestras como se puede
observar en la Figura 3-3. representando el 2.4% del total de animales colectados
correspondientes a 1 macho de 4 meses de edad y 3 hembras de 3, 5 y 24 meses de
edad. Estos ovinos se ubicaron en dos predios diferentes donde 3 ejemplares se

localizaron en la vereda La manuelita y uno en la vereda San José de Uré.

Figura 3-3: Extendido de sangre de ovino contaminada con inclusién intraeritrocitaria.
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3.5 Reaccién en cadena de la polimerasa

3.5.1 Amplificacion del ADN

Figura 3-4: Ajuste de las condiciones de PCR cebadores PiroA-Prio B.
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Gel de agarosa al 1,5% que muestra una PCR gradiente de temperatura de alineamiento
de 50°C (carriles 2 al 9), 58°C (carriles 10 al 17) y 55 °C (carriles 18 al 25) bajo
condiciones reportadas por Phipps et al. (2016) que amplifican un fragmento de 423
pares de bases. Con una mix de 15uL de volumen final de reaccion (2uL de muestra de
ADN) que contenian 50-100 ng de ADN gendmico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-
HCI pH 8; 50mM KCI) 3mM MgClI2, 0,2 mM dNTPs, 0,4mM de cada cebador y 0,45 Ul/uL
de Taq polimerasa (ThermoFisher, Cat S33102).

Las muestra evaluadas fueron: control B. bovis extraida con kit Promega Wizard® sin
lisozima en los carriles 2, 3, 10, 11, 18 y 19. Muestras B. bigemina kit Promega Wizard®
sin lisozima en los carriles 4, 5, 12, 13, 20 y 21; Muestras B. bigemina kit Promega
Wizard® con lisozima en los carriles 6, 7, 14, 15, 22 y 23 y el control negativo en los
carriles 8, 9, 16, 17, 24 y 25. Observandose que B. bovis kit Promega Wizard® sin
lisozima no amplificé a 58° C y B. bigemina amplifica a las 3 temperaturas con cualquiera
de los métodos de extraccion. Teniendo en cuenta esto, en las condiciones de
amplificacion de la totalidad de las muestras, estas fueron evaluadas a una temperatura

de alineamiento de 58°C.

3.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa para Babesia spp.

Por medio de cebadores PiroA-PiroB fue posible obtener amplificacién en 58 muestras

como se muestra en la Figura 3-5.

Figura 3-5: Identificacion de ovinos positivos a Babesia spp. mediante PCR cebadores
PiroA -PiroB.
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Gel de agarosa al 1,5% donde muestra una PCR que amplifica un fragmento de 423
pares de bases bajo las condiciones descritas por Phipps et al. (2016). Con una mix de

15uL de volumen final de reaccion (2uL de muestra de ADN) que contenian 50-100 ng de
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ADN genomico, 1X de buffer de reacciéon (20mM Tris-HCI pH 8; 50mM KCI) 2.5mM
MgCI2, 0,2 mM dNTPs, 0,4mM de cada cebador y 0,45 Ul/ yL de Taq polimerasa
(ThermoFisher, Cat S33102).

Las muestras evaluadas fueron: B. bovis en el carril 2, B. bigemina en el carril 3 'y B. ovis
en el carril 4. Las muestras de ovinos corresponden a los carriles 5 al 19 y el control

negativo en el carril 20. Se observé amplificacién en las muestras correspondientes a los
carriles 12, 16, 17 y 19.

3.5.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa para B. ovis

Por medio de cebadores BoSPD no fue posible identificar muestras positivas a B. ovis
como se muestra en la Figura 3-6

Figura 3-6: Identificacion de ovinos positivos a Babesia ovis mediante PCR cebadores
BoSPD
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Gel de agarosa al 1,5% donde muestra una PCR que amplifica un fragmento de 471
pares de bases bajo las condiciones descritas por Erster et al. (2016). Con una mix de
15uL de volumen final de reaccion (2uL de muestra de ADN) que contenian 50-100 ng de
ADN gendmico, 1X de buffer de reaccién (20mM Tris-HCI pH 8; 50mM KCI) 1.5mM
MgCI2, 0,2 mM dNTPs, 0,4mM de cada cebador y 0,45 Ul/ yL de Taq polimerasa
(ThermoFisher, Cat S33102).



Capitulo 3 39

Las muestras evaluadas fueron: B. bovis en el carril 2, B. bigemina en el carril 3 'y B. ovis
en el carril 4 y las muestras de ovinos corresponden a los carriles 5 — 6 y el control
negativo en el carril 7. Se observé amplificacion solo en la muestra control positivo de B.

ovis correspondiente al carril 4.

3.5.4 Reaccidén en cadena de la polimerasa para B. bigemina

De acuerdo con los resultados negativos obtenidos por la técnica de PCR-BoSPD, se
elabor6 PCR anidada con cebadores BiF-BiR logrando obtener amplificacion en la

segunda ronda de PCR en 39 muestras sanguineas como se muestra en la Figura 3-7.

Figura 3-7: Identificacion de ovinos positivos a Babesia bigemina mediante PCR
cebadores BiF-BiR.
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Gel de agarosa al 1,5% donde muestra una PCR que amplifica un fragmento de 236
pares de bases en segunda ronda bajo las condiciones descritas por Mahmoud, et al.,
(2015). Con una mix de 15uL de volumen final de reaccién (2uL de muestra de ADN) que
contenian 50-100 ng de ADN gendmico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-HCI pH 8;
50mM KCI) 3mM MgClI2, 0,2 mM dNTPs, 0,4mM de cada cebador y 0,45 Ul/uL de Taq
polimerasa (ThermoFisher, Cat S33102). En la segunda ronda de PCR la concentracién

del MgCI2 se disminuyé a 2.5mM.

Las muestras evaluadas fueron: B. bigemina en el carril 2 y las muestras de ovinos

corresponden a los carriles 3 al 12. El control negativo corresponde al carril 13. En la
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primera ronda de PCR se observd amplificacion de la muestra control B. bigemina
correspondiente al carril 2. En la segunda ronda de PCR se observé amplificacion de la
muestra control B. bigemina correspondiente al carril 15 y en las muestras de ovinos
correspondientes a los carriles 16 al 25 donde se procedié a la purificacion de bandas

para ser enviadas a secuenciacion.

3.5.5 Reaccidn en cadena de la polimerasa para Babesia bovis

De acuerdo con los resultados negativos obtenidos por la técnica de PCR-BoSPD, se

elaboré PCR semi-anidada con cebadores BoF y BoR como se muestra en la Figura 3-8.

Figura 3-8: Identificacion de ovinos positivos a Babesia bovis mediante PCR cebadores
BoF-BoR.
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2DA Ronda

Gel de agarosa al 1,5% donde muestra una PCR que amplifica un fragmento de 387
pares de bases en segunda ronda bajo las condiciones descritas por Mahmoud, et al.,
(2015). Con una mix de 15uL de volumen final de reaccion (2uL de muestra de ADN) que
contenian 50-100 ng de ADN genodmico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-HCI pH 8;
50mM KCI) 3mM MgClI2, 0,2 mM dNTPs, 0,4mM de cada cebador y 0,45 Ul/ uL de Taq
polimerasa (ThermoFisher, Cat S33102). En la segunda ronda de PCR la concentraciéon

del MgCI2 se disminuy6 a 2.5mM.
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Las muestras evaluadas fueron: B. bovis en los carriles 2 y 3 y las muestras de ovinos en
los carriles 6 al 19. El control negativo corresponde al carril 20. En la primera ronda de
PCR se observo amplificacion de la muestra control B. bovis correspondiente a los
carriles 2, 3, 4 y 5. En la segunda ronda de PCR se observé amplificacion de la muestra
control B. bovis al pozo 22, 23, 24 y 25 y las diferentes bandas resultado de la
amplificacion en las muestras de ovinos de los carriles 32, 33 y 34 se purificaron y se

enviaron a secuenciacion.

3.6 Secuenciacion y analisis filogenético

Ningun producto de PCR analizado con los cebadores BoF-BoR tiene secuencias
similares a B. bovis. A partir de los fragmentos obtenidos bajo cebadores Bif-BiR se
obtuvieron 8 secuencias las cuales fueron comparadas mediante BLAST con el objetivo
evaluar similaridad con secuencias previamente reportadas las cuales correspondieron
en un 100% a B. bigemina como se muestra en la Tabla 3-1. para el gen Rap-1c de B.
bigemina.

Posteriormente, mediante edicién manual de las secuencias en Bioedit® y alineamiento
en MEGA 7® se obtuvo arbol filogenético para el gen Rap-1c de B. bigemina (Figura 3-9)
donde se observa un agrupamiento de las secuencias obtenidas en el presente estudio
con las secuencias de los controles positivo a B. bigemina. y una secuencia previamente
reportada en GenBank (KM212998) por Mahmoud et al., (2015) en Egipto.
Adicionalmente se observa un agrupamiento diferencial con las secuencias reportadas en
GenBank por Suarez et al., (2003) de cepas vacunales de B. bigemina. Finalmente
podemos observar como estos dos grupos se encuentran lejanos a organismos

diferentes a B. bigemina.
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Tabla 3-3: Secuencias del gen Rap-1c de B. bigemina detectadas en las muestras de
sangre de ovinos del estudio

ID

SECUENCIA

Control 1

B.bigemina

CACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGAT
TTGCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCA
TCGCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAG
AA

Control 2

B.bigemina

CACGGCATTCGATGGTGAAGGCAGTTGCCCTTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGC
GATTTGCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGAT
TCATCGCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTC

Muestra

ovino 103

CACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGAT
TTGCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCA
TCGCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAG
A

Muestra

ovino 133

ACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGATTT
GCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCATC
GCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAGAA

Muestra

ovino 141

ACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGATTT
GCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCATC
GCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAGAA

Muestra

ovino 143

CACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGAT
TTGCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCA
TCGCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGA

Muestra

ovino 144

CGGCATCGATCCCTGCAGCGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGA
TTTGCGTCTGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATT
CATCGCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCC
AGAA

Muestra

ovino 158

ACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGATTT
GCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCATC
GCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAGAA

Muestra

ovino 159

ACGGCATCGATGGTGAGGCAGTTGCCCTCCTTGCAACGCGCAACGTAGGCAGCGATTT
GCGATGCGCAATGGTGCTCGTCCTTGCTGCCGAGGCACATTTCGGCAATGGATTCATC
GCTGATCAGTCCGATTTCCTCCTGCATGGCCTTCTCAATCTGTTCGCTGTCTTCGAGAA
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Figura 3-9: Arbol filogenético a partir del gen Rap-1c de B. bigemina
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3.7 Analisis estadistico

Acerca de los resultados obtenidos bajo el analisis estadistico es posible afirmar que no
existe diferencia significativa (P<0.1) con respecto al resultado obtenido bajo la técnica
“PCR Babesia bigemina Rap-1¢” y las variables Famacha® (P=0.45), hematocrito
(P=0.79), estado productivo (Reproductor (P=0.59), Hembra gestante (P=0.24), Hembra
vacia (P=0.6) y Hembra lactante (P=0.18)), Condicion corporal calificacion 2 (P=0.91),
edad (P=0.77), Sexo (Macho (P=0.14)) y peso (P=0.48). Sin embargo, si es posible
afirmar que existe diferencia significativa con respecto al resultado obtenido en PCR Rap-
1c y animales mestizos - raza (P=0.07) donde es 5.91 veces mas probable que se
presenten animales positivos a B. bigemina en animales cruzados con respecto a la raza

local.
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Respecto a la calificacion de los ovinos obtenida bajo la técnica Famacha® (P=0.45), se
observa que no existe diferencia significativa con respecto al resultado obtenido bajo
PCR-Rap-1c en donde en el estudio, ovinos con calificacion 2 el 30% fue positivo a B.
bigemina, ovinos con calificacion 3 el 22% fue positivo a B. bigemina, ovinos con
calificacion 4 el 16% fue positivo a B. bigemina y ovinos con calificacion 5 el 33% fue

positivo a B. bigemina como se muestra en la Figura 3-10.

Figura 3-10: Distribucion del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto a
Famacha® (P=0.45)
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n= 39 (6 animales) (29 animales) (2 animales) (2 animales)

En relacion a la valoracién del hematocrito de los animales (P=0.79), se observa que no
existe diferencia significativa con respecto al resultado obtenido bajo PCR-Rap-1c en
donde en el presente estudio, ovinos con valores inferiores al 25% de hematocrito el 19%
fue positivo a B. bigemina, ovinos con valores entre el 25% y 35% de hematocrito el 25%
fue positivo a B. bigemina y ovinos con valores superiores al 35% de hematocrito el 20%

fue positivo a B. bigemina como se muestra en la figura 3-11.
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Figura 3-11: Distribucién del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto al
Hematocrito (P=0.79)
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En cuanto a la edad de los animales (P=0.77), se observa que no existe diferencia
significativa con respecto al resultado obtenido bajo PCR-Rap-1c en donde ovinos
agrupados en 3 a 11 meses de edad el 20.68% fue positivo a B. bigemina, de los
agrupados en 12 a 23 meses de edad el 29.03% fue positivo a B. bigemina y de los
agrupados con 24 o mas meses de edad el 23.08% fue positivo a B. bigemina como se

muestra en la Figura 3-12.

Figura 3-12: Distribucién del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto a
edad (P=0.77)
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Respecto a la distribucion entre ovinos machos y hembras positivos a B. bigemina
(P=0.14) en el estudio se encontré que no existe diferencia significativa con respecto al
resultado obtenido bajo PCR-Rap-1c en donde se evidencié que de las hembras
muestreadas el 23.4% fue positivo a B. bigemina y de los machos muestreados el

23.08% fue positivo a B. bigemina como se muestra en la Figura 3-13.

Figura 3-13: Distribucién del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto a
sexo (P=0.14)
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En relacién con la condicién corporal (CC) de los ovinos positivos a B. bigemina (P=0.91)
se encontré que no existe diferencia significativa con respecto al resultado obtenido bajo
PCR-Rap-1c donde se encontré que de los 35 animales muestreados en CC2 el 20%
eran positivos y de los 129 animales en CC3 el 24.03% fueron positivos a B. bigemina

como se muestra en la Figura 3-14.
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Figura 3-14: Distribucién del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto a

condicién corporal (P=0.91)

50,00% -
40,00% -
30,00% - 24,03%

% ANIMALES POSITIVOS Rap-1c

20,00% -
10,00% -
0,00% -
CC2 CC3
Condicion Corporal ANIMALES POSITIVOS Rap-1c
n= 39 (7 animales) (31 animales)

Finalmente, la variable raza (P=0.07), la cual fue la Unica donde se encontré diferencia
significativa con respecto al resultado obtenido bajo PCR-Rap-1c, se muestra que de los
ovinos mestizos del estudio el 35.7% fueron positivos a B. bigemia, de los ovinos puros el
28.1% fueron positivos a B. bigemina y de los animales de raza Africana solo el 16.1%
fueron positivos como se muestra en la Figura 3-15.
Figura 3-15: Distribuciéon del porcentaje de ovinos positivos a B. bigemina respecto a
raza (P=0.07)
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De estos animales mestizos se pueden observar en la Figura 3-14 parametros como
hematocrito y Famacha® agrupados en valores normales, a excepcion de la edad donde
la mayoria de los animales mestizos afectados con B. bigemina tenian de 3 a 11 meses
de edad.
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Figura 3-16: Distribuciéon del porcentaje de ovinos mestizos positivos a B. bigemina con

respecto a hematocrito, Famacha® y edad
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4.Discusion

La babesiosis es una enfermedad transmitida por garrapatas en climas tropicales y
subtropicales causante de pérdidas econdmicas en la produccién animal. Comparado
con la informacion acerca de la presencia de hemoparasitos en otros paises, es muy
poca la encontrada a nivel nacional, donde la babesiosis se conoce solo en la especie
bovina y en los ovinos se cuenta con reportes emitidos por el ICA en los afios 2012 y
2013 de 7 muestras positivas a Babesia spp. por medio de frotis (Osorio Martinez et al.,
2012 ; Araujo et al.,, 2013). Es por esto que se buscé identificar bajo metodologia
molecular el agente infeccioso responsable de la babesiosis ovina en el municipio de
Montelibano-Cérdoba, Colombia y para tal objetivo se emplearon frotis de sangre, la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR y secuenciacion de ADN a partir

de muestras de sangre completa.

En el presente estudio, la temperatura corporal en los animales mostrd niveles normales
como lo reportado por Rahbari, Nabian, Khaki, Alidadi y Ashrafihelan (2008) donde en
una evaluacion de la infecciéon experimental se vio un pico de fiebre entre los dias 2 y 4

post inoculacion y posteriormente disminuye a niveles normales.

Los ovinos agrupados entre 3 a 11 meses de edad mostraron una calificacién menor bajo
la técnica Famacha® comparado con los demas grupos de animales evaluados, lo cual es
usual segun lo reportado por Vargas (2006) donde menciona que animales jévenes son

un grupo afectado por parasitos a temprana edad.

Asi mismo, el grupo de animales con mayor perjuicio en su hematocrito fue el
conformado por ovinos entre 3 a 11 meses de edad (58,69%), lo cual aunque no
concuerda con el porcentaje en animales reportados por Orung Kiling et al., (2015) de un
21.92%, refleja la hemdlisis registrada en los animales probablemente debido a la

presentacion de patologias asociadas a hemoparasitos o nematodos gastrointestinales.
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La prevalencia obtenida por medio de extendido de sangre del 2.4% del total de ovinos
muestreados en el municipio de Montelibano-Cérdoba, es similar a la reportada en
Colombia por Blanco, Cardona y Alvarez, (2016) en el departamento de Cérdoba donde
informaron un 3% de prevalencia de Babesia spp. en bovinos, asi mismo, reportes
realizados por Herrera et al., (2008) en un 1.1% en el Bajo Cauca antioqueio y 1.7% en
el Alto de San Jorge en Coérdoba. La prevalencia de este estudio aunque es mayor, se
podria también comparar con la reportada por Adejimni et al., (2004) en Nigeria en un
1.9% y Esmaeilnejad et al., (2014) en Iran en un rango de 0.01-3%. Esta baja prevalencia
en muestras de sangre con respecto a otro tipo de pruebas ha sido descrita por Bal,
Mahajan, Filia, Kaur, & Singh, (2016) debido a la baja sensibilidad de la técnica, donde
en ejemplares asintomaticos es posible se presenten falsos negativos o contrario a esto,
a causa de artefactos en la coloracion se den falsos positivos (Amorim, Wenceslau,

Carvalho, Carneiro, & Albuquerque, 2014).

En cuanto a la identificacion molecular, se inicid con la implementacién de cebadores
PiroA-PiroB que amplifican un fragmento de la region 18S del rRNA del orden
Piroplasmida del mismo modo en que ha sido empleada en varios estudios a nivel
mundial como el reportado en ovinos por Phipps et al., (2016) en Inglaterra. Asi mismo
reportado en bovinos por Medina et al., (2017) en Ecuador, Jizhou et al., (2017) en
Inglaterra y Ranjan, Rani, Patel, & Devrajbhai, (2018) en India. También reportado en
caninos por Bermudez & Gdémez (2017) en Colombia , De Marco et al., (2017) en
Inglaterra, O’dwyer et al., (2009) en Brasil, Kamani et al., (2013) en Nigeria y Lira et al.,
(2017) en México. A su vez, el uso de este marcador molecular fue reportado en Pakistan
por Igbal et al., (2004) donde a pesar de no haber implementado el mismo juego de
cebadores y haber descrito amplificacion del 50% en muestras de ovinos, es comparable
con la obtenida en los extraidos de ADN del presente estudio. Ademas, cabe resaltar
que, en Colombia, hasta la fecha no se han realizado estudios de tipo molecular en

ovinos.

Posteriormente, se realizd una PCR especifica enfocada a identificar Babesia ovis por
medio de la amplificacién de un fragmento del gen de la proteina D de superficie como lo
reportado en ovinos por Erster et al., (2015). De esta PCR no se obtuvieron amplificados
probablemente por la ausencia del vector natural Rhipicephalus bursa en Colombia,

similar a lo reportado por Mazyad & Khalaf, (2002) en Egipto en donde debido a el
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resultado obtenido respecto a la baja prevalencia del 2.73%, lo atribuye también a la
reducida existencia del vector que pueda transmitir la enfermedad, siendo confirmada
esta hipotesis por Alkishe, Peterson, & Samy, (2017) quienes afirman que la presencia
del vector se encuentra directamente relacionada a la distribucidon geografica de la

enfermedad.

Posteriormente se implementé una PCR anidada enfocada a amplificar un fragmento del
gen de la proteina asociado a las roptrias de B. bigemina y se obtuvieron 39 amplificados
los cuales se purificaron y, en alglinas ocasiénes fue necesario realizar extraccion de
bandas de tamafios inespecificos, esto posiblemente debido a la necesidad de emplear
elevadas concentraciones de cloruro de magnesio en la mezcla de reactivos de la PCR
con el fin de obtener banda extraible lo que probable pudo provocar la inespecificidad
como lo describen Schmidt, Stiverson, Angen, & Yu, (2014) donde reportan funciénes de
especificidad y sensibilidad de este componente en la amplificacion y en efecto niveles
elevados de cloruro de magnesio a pesar de incrementar la eficiencia en la amplificacion,
reduce su especificidad. Este marcador molecular es el mismo reportado por
Hilpertshauser et al., (2006) y Molad et al., (2015) y la prevalencia obtenida en este
estudio es comparable con la descrita por Mahmoud et al., (2015) de 32.4% y Niu et al.,

(2015) de 16.2% de prevalencia de B. bigemina.

Respecto a la presencia de B. bigemina en ovinos del estudio podria ser a causa del
favorecimiento de diversos factores como el pastoreo mixto entre bovinos y ovinos en
Colombia como lo reporté Galeano, Gomez, & Gémez, (2015). También a la presencia de
la garrapata vector Rhipicephalus (Boophilus) microplus en corderos de clima calido
como lo manifiesta el Grupo de Control Genético y Salud Animal del Instituto de Genética
de la Universidad Nacional de Colombia en un reporte no publicado (Anexo C) y
finalmente la capacidad de transmisién de Babesia spp. por parte de R. microplus en
bovinos de Colombia como lo manifiestan Vecino, Echeverri, Cardenas, & Herrera,
(2010). Adicionalmente y teniendo en cuenta el ciclo de vida del vector, este desarrolla
sus fases en un solo huésped como lo reporta Bastos, Ueti, Knowles, & Scoles, (2010) y
una de las formas de infeccién de B. bigemina es la via transovarica (Ganzinelli et al.,
2018) donde la progenie de la garrapata resulta infectada y esta probablemente se

adhiere al ovino en estado larval inoculando el hemoparasito.
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Referente a la ausencia de garrapatas en los animales al momento del muestreo, es
posible explicar debido a la fluctuacion estacional de estos vectores en el departamento
de Cérdoba-Colombia como lo reporta Otte, (1989) donde durante los meses de Junio a
Septiembre, el régimen de lluvias aumenta y las tasas de infestacion disminuye, lo cual

concuerda con la fecha del muestreo realizado para el presente estudio.

Con respecto a la PCR enfocada a amplificar de forma especifica el gen del antigeno
relacionado con la proteina asociada a las roptrias de Babesia bovis - RRA, fue el mismo
marcador molecular empleado por Mahmoud et al., (2015) y con respecto a la
inespecificidad en la ronda semi-anidada es probable sea de igual manera a lo sucedido
en la anterior PCR anidada por la elevada concentracion de cloruro de magnesio como lo
reportan Schmidt, Stiverson, Angen, & Yu, (2014) donde elevados niveles de este
componente en la reaccion reduce la especificidad de la PCR. En relacion a la ausencia
de este parasito obtenida en este estudio, se puede correlacionar con lo reportado por
Bolafioz, Hernandez, & Alvarez, (2017) donde también obtuvieron animales positivos a B.
bigemina y ninguno a B. bovis. Esto podria ser por factores como la baja tasa de
inoculacién de B. bovis en bovinos en Coérdoba (Otte, 1989), el secuestro en capilares
cerebrales y renales por parte de B. bovis (Suarez & Noh, 2011), la especificidad de
especie donde se manifiesta un tropismo de B. bovis por eritrocitos de bovino e incluso
humano (Gaffar, Franssen, & De Vries, 2003) y el favorecimiento de estadios del vector
en donde B. bigemina es transmitido por larva y ninfa (Hodgson, 1992) y B. bovis solo por

larva (Howell, Ueti, Palmer, Scoles, & Knowles, 2007).

Acerca de los resultados obtenidos bajo el analisis estadistico donde no existe diferencia
significativa con respecto al resultado obtenido bajo la técnica “PCR Babesia bigemina
Rap-1c” y las variables estado productivo, Condicion corporal, edad, Sexo y peso, puede
ser correlacionado con lo reportado por Mekibib et al., (2010) referente a la edad y
condicién corporal y Egbe, Sherrif, & Paul, (2018) referente a la variable sexo de los
animales. Adicionalmente, parametros obtenidos con respecto a Famacha y Hematocrito
fueron de igual manera no significativos. Lo cual podria ser correlacionado con lo descrito
por Ademola & Onyiche, (2013) donde reportan no significancia entre animales sanos e
infectados con hemoparasitos frente a valores referentes al volimen de paquete celular.

Lo cual podria deberse a que estos valores se ven en su mayoria afectados por
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organismos diferentes como los nematodos gastrointestinales como lo describen Abay,
Demissie, Fekadu, & Teklue, (2015).

Contrario a esto, es posible afirmar que existe diferencia significativa con respecto al
resultado obtenido en PCR Rap-1c y la variable “animales mestizos” lo cual es posible
correlacionarlo con lo reportado en Colombia por Otte et a., (1989) y Gonzales, (2016) en
bovinos donde se muestra una mayor infeccién por parte de parasitos del género
Babesia en ejemplares mestizos comparado con animales puros. Asi mismo, de acuerdo
a los datos obtenidos de ovinos mestizos positivos a B. bigemina, estos indican que el
grupo de animales mas infectado es el agrupado entre 3 a 11 meses de edad lo cual es
posible correlacionarlo con lo descrito por Venu, Sailaja, Srinivasa, Jayasree, & Vara,
(2015) donde afirman que los hemoparasitos afectan en su mayoria a animales jévenes,
sin embargo estos poseen un sistema inmune fuerte, lo cual podria también explicar
porque el grupo jévenes mestizos del estudio muestran parametros normales referentes

al grado de anemia.

En cuanto al arbol filogenético resultado del analisis de las secuencias obtenidas bajo la
PCR de B. bigemina Rap-1c mostrado en la Figura 3-9 se evidencia como las muestras
amplificadas se agrupan en un mismo clado con las muestras control positivo,
demostrando que las secuencias en las muestras del presente estudio son semejantes a
los aislados obtenidos de bovinos. Cabe resaltar que una de las secuencias publicadas
previamente en la base de datos GenBank (KM212998.1) se encuentra relacionada con
los aislados del estudio. Este aislamiento fue realizado por Mahmoud et al., (2015) en
bovinos de la region de Egipto, mostrando una relacién de los aislados de Colombia con
el continente Africano de la misma forma como fue descrito por Adjou et al., (2015) donde
los aislados identificados en su estudio en Kenia se agruparon en el mismo clado con los
reportados previamente en Egipto. Finalmente, el agrupamiento diferencial de los
aislados de campo obtenidos en el presente estudio y los reportados en la base de datos
GenBank (AY146983.1 - AY146987.1 - AY146986.1 - AY146985.1 - AY146984.1)
correspondientes a cepas vacunales publicados y empleados previamente por Suarez et
al.,, (2003) para la descripcion completa del locus de rap-1 de B. bigemina, muestran
diferencias en su composicidon genética como lo describen Christensen, Suarez,
Rodriguez, Flores, & Schnittger, (2014) donde manifiestan que existe una complejidad
geénica diferencial entre cepas vacunales y cepas de campo debido tanto al proceso de

atenuacion o a las caracteristicas propias de las cepas elegidas con baja patogenicidad.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El presente estudio logré obtener muestra de sangre de 167 ovinos presentes en el
municipio de Montelibano-Cérdoba de los cuales el 55.6%% correspondié a la raza
denominada Africana donde confluyen los fenotipos Sudan, Etiope y Abisinio. El 19.16%
correspondié a razas introducidas, especificamente Katahdin, Santa Inés, Dorper,
Pelibuey, Black Belly y el 25.14% correspondié a animales mestizos. De estos ovinos
evaluados el 33.53% correspondié a ovinos con edades entre 3 y 11 meses de edad, el
19.76% a ovinos entre 12 y 23 meses de edad y el 46.7% a ovinos con 24 0 mas meses
de edad.

El examen clinico mostro que el 10.8% de los animales se ubicaron en rangos de
Famacha® 4 y 5; valores considerados criticos y que pueden estar relacionados a
procesos anémicos asociados a helmintos gastrointestinales pero podrian estar también
alterados por la presencia de hemoparasitos. También el 27% de los animales presento
hematocrito inferior al 25% y de dicho grupo el 56% fueron animales menores de 11
meses de edad. Adicionalmente, no fue posible obtener Vectores ixddidos en los
animales al momento del muestreo, probablemente por la temporada de lluvia durante la

colecta de sangre.

Los extendidos realizados con sangre capilar mostraron el 2.4% de prevalencia a
Babesia spp. en los animales muestreados, lo que permite demostrar la presencia del
parasito en este tipo de poblacion. Ninguno de los animales positivos por frotis fue de
razas introducidas y el 75% de estos fueron animales jovenes menores de 11 meses de
edad.

La evaluacion molecular enfocada en la amplificacién de un fragmento del gen de la

subunidad 18S rRNA de piroplasmidos obtuvo amplicones en el 34.7% de la poblacion
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evaluada, de estos el 24% fueron ovinos de raza introducida o pura y el 32.7% fueron
animales menores 11 meses de edad. Adicionalmente no fue posible identificar la
presencia de B. bovis ni B. ovis empleando cebadores BoF-BoR ni BoSPD

respectivamente.

Los cebadores, las condiciones implementadas en la amplificacion del gen de la proteina
asociada a las roptrias de Babesia bigemina - RAP-1c y los analisis realizados en el
presente estudio fueron definitivos para descartar productos de amplificaciéon
inespecificos y concretar la deteccién de secuencias parciales de nucleétidos en las
muestras de sangre colectadas de los ovinos del Municipio de Montehibano-Cérdoba.
Posteriormente el uso de herramientas informaticas como BLAST, Bioedit® y Mega 7°
facilitaron la comparacion, alineamiento y analisis de las secuencias obtenidas con las
reportadas previamente en GenBank determinando que las secuencias del estudio tienen
una identidad del 100% correspondiente a B. bigemina en el 23.4% de la poblacion
evaluada donde el 23.1% fueron animales introducidos y el 5.1% eran animales jévenes
menores a 11 meses de edad. Cabe resaltar que frente a la técnica molecular PCR Rap-
1c, solo fue posible detectar mediante el extendido de sangre el 10,4 % de los ovinos
infectados y adicionalmente, animales mestizos son quienes se ven afectados en su

mayoria por parasitos del género Babesia.

Por ultimo, las secuencias obtenidas para B. bigemina se agruparon en un mismo clado
con las secuencias de muestras control positivo obtenidas en bovinos y un aislamiento
previamente reportado en GenBank (KM212998.1) de Egipto. Las demas secuencias
(XM_012911170.1 - AY146983.1 - AY146987.1 - AY146986.1 - AY146985.1 -
AY146984.1) se agruparon en un clado relacionado debido a que son sepas vacunales
esto las ubica en un grupo diferente por su baja patogenicidad contrario a las cepas de

campo.

Finalmente, este estudio aporta informacion trascendente con la finalidad de entender la

posible relacion que tendrian los ovinos en la epidemiologia de los hemoparasitos.
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5.2 Recomendaciones

1. Se recomienda ampliar este tipo de muestreos a otras regiones del pais donde la
posibilidad de este tipo de parasitos hemotropicos pueda tener efecto sobre la
produccién ovino-caprina.

2. Dado que este es un estudio de tipo descriptivo de corte trasversal, se
recomienda llevar a cabo ensayos de corte longitudinal de tipo prospectivo donde
se tenga en cuenta variables mensuales a lo largo de un afio que permitan
establecer la dinamica de los ectoparasitos asociados a la transmision por
Babesia spp. en pequenos rumiantes, asi como la dinamica de la babesiosis en
esta especie.

3. Se recomienda llevar a cabo estudios epidemiolégicos que establezcan el papel
de los pequeios rumiantes en la ecologia, transmisién y el mantenimiento de la
babesiosis, teniendo en cuenta que las producciones en el municipio de
Montelibano Cdérdoba son mixtas, lo que implica la mezcla de bovinos, bubalinos

y pequefios rumiantes.

4. Con el objetivo de reducir la inespecificidad encontrada en la segunda ronda de la
PCR anidada, se sugiere a partir del mismo gen Rap-1c de B. bigemina ajustar el
disefio de cebadores para la segunda ronda teniendo en cuenta parametros de
especificidad y eficiencia al momento del disefio basados tanto en secuencias de

campo obtenidas en este estudio como cepas vacunales de B. bigemina.

5. Se sugiere implementar metodologia molecular reportada por Rjeibi, Darghouth, &
Gharbi, (2016) y Naderi, Nayebzadeh, & Gholami, (2017) enfocadas a amplificar
genes especificos de Babesia motasi, Babesia crassa y Theileria spp con el fin de

identificar las muestras negativas obtenidas mediante cebadores PiroA-PiroB.






A.

Anexo: Tabla animales.

D PiroAB B(JSFI:’(II:)R Rap-1c | rra H°ZT dEt)e(t segr?gi;ig l\%g:gs Sexo Estado Raza CC | Peso ™ Famacha®
1001 Sl NO NO NO | 254 Negativo 5 Hembra Levante Africana 3 18 38,8 3
1002 SI NO NO NO | 36 Negativo 5 Macho Levante Africana 3 15 38,7 3
1003 Sl NO Sl NO 29 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 35 38,3 5
1004 NO NO NO NO | 15,5 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 2 28 37,9 5
1005 NO NO NO NO | 33,3 Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 2 27 37,3 3
1006 Sl NO NO NO | 28,2 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Africana 3 28 38,3 3
1007 Sl NO Sl NO | 28,5 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 2 30 37,8 3
1008 NO NO NO NO | 30,5 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 35 37,6 3
1009 Sl NO NO NO | 32,2 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 2 25 38,6 3
1010 NO NO NO NO | 32,1 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 27 38,3 3
1011 NO NO NO NO | 32,1 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 13 38,1 3
1012 NO NO NO NO 16 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 29 38 2
1013 NO NO NO NO | 30,1 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 30 38,6 3
1014 Sl NO NO NO | 30,9 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 24 38 3
1015 SI NO SI NO | 32,7 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 28 38,1 3
2016 Sl NO Sl NO | 27,5 Negativo 7 Hembra Levante Mestizo 3 24 39,8 3
2017 SI NO NO NO | 29,3 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 3 24 40 3
2018 Sl NO Sl NO | 19,6 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 3 18 40 4
2019 NO NO NO NO | 21,5 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 2 17 39,6 4
2020 Sl NO Sl NO 20 Negativo 4 Macho Levante Mestizo 2 12 39,7 2
2021 NO NO NO NO 15 Negativo 3 Macho Levante Africana 2 8 40,1 2
2022 NO NO NO NO | 12,9 | Negativo 6 Hembra Levante Mestizo 3 23 39,9 4
2023 Sl NO Sl NO | 14,5 Negativo 7 Hembra Levante Mestizo 3 24 39,6 5
2024 NO NO NO NO 20 Negativo 9 Hembra Levante Mestizo 3 17 39,5 3
2025 NO NO NO NO | 22 Negativo 6 Hembra Levante Mestizo 2 15 39,5 3
2026 NO NO NO NO | 15,3 | Negativo 4 Hembra Desteto Mestizo 2 7 39,1 3
2027 NO NO NO NO 20 Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 3 14 39,8 3
2028 NO NO NO NO | 33,3 Negativo 10 Macho Levante Africana 3 25 40 3
2029 SI NO NO NO | 32,7 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 40 39,6 3
2030 Sl NO NO NO | 17,5 | Negativo 3 Hembra Desteto Africana 2 9 40 1
3031 NO NO NO NO 32 Negativo 24 Macho | Reproductor Africana 3 30 38,1 3
3032 NO NO NO NO | 31,3 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 2 25 39,2 3
3033 NO NO NO NO | 254 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Mestizo 2 30 38,4 3
3034 Sl NO Sl NO | 36,5 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 24 38,9 3
3035 NO NO NO NO 29 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 39,1 3
3036 Sl NO Sl NO 28 Negativo 11 Macho | Reproductor Mestizo 3 40 38,8 3
4037 NO NO NO NO | 38,5 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 24 38,7 2
4038 NO NO NO NO | 411 Negativo 11 Hembra Levante Africana 3 25 38,2 2
4039 NO NO NO NO 25 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 38,7 3
4040 NO NO NO NO | 38,1 Negativo 24 Hembra | H. Lactante Africana 3 32 38,7 3
4041 NO NO NO NO | 26,8 | Negativo 11 Hembra Levante Africana 3 22 39,1 3
4042 NO NO NO NO | 38,1 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 35 39,6 3
4043 NO NO NO NO | 27,5 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 35 39,1 2
4044 NO NO NO NO | 28,5 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 2 28 38,9 2
4045 NO NO NO NO | 254 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 2 24 38,2 3
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4046 NO NO NO NO | 25,4 | Negativo 10 Hembra Levante Africana 3 15 38 3
4047 NO NO NO NO | 28,5 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 22 39,4 4
4048 NO NO NO NO | 31,2 Negativo 3 Hembra Desteto Africana 3 12 38,8 3
4049 NO NO NO NO 40 Negativo 4 Hembra Levante Africana 3 12 39,5 4
4050 NO NO NO NO | 31,4 | Negativo 24 Macho | Reproductor Mestizo 3 55 38,7 3
5051 SI NO Sl NO | 25,4 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 35 38,9 3
5052 Sl NO Sl NO | 26,8 Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 45 39,2 3
5053 Sl NO SI NO 25 Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 40 38,9 3
5054 NO NO NO NO | 25,8 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Pelibuey 3 40 38,2 3
5055 NO NO NO NO | 13,3 Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 40 39,6 2
5056 NO NO NO NO | 25,9 | Negativo 24 Macho | Reproductor Pelibuey 3 50 39,3 3
5057 NO NO NO NO 30 Negativo 24 Hembra | H. Lactante Katahdin 3 26 39,4 3
5058 NO NO NO NO | 26,7 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Pelibuey 3 36 39,7 3
5059 Sl NO NO NO | 26,6 Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 30 39,5 3
5060 NO NO NO NO 43 Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 3 63 39,4 3
5061 NO NO NO NO | 29,4 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 2 67 39,2 3
5062 NO NO NO NO | 28,5 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 2 49 39,1 4
5063 NO NO NO NO 29 Negativo 24 Macho | Reproductor Katahdin 4 70 39,2 3
5064 Sl NO NO NO | 21,7 Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 3 47 39,1 3
5065 Sl NO NO NO | 24,4 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Katahdin 3 44 39,5 3
5066 NO NO NO NO 29 Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 3 63 39,2 3
5067 NO NO NO NO | 24,5 Negativo 24 Hembra | H. Gestante Katahdin 3 65 38,8 3
5068 NO NO NO NO 30 Negativo 24 Hembra H. Vacia Katahdin 3 45 38,5 3
5069 Sl NO NO NO | 30,1 Negativo 24 Macho | Reproductor Katahdin 3 65 39,2 4
5070 NO NO NO NO 15 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 45 39,9 3
5101 Sl NO Sl NO 18 Negativo 24 Hembra | H. Lactante Pelibuey 3 32 38,1 3
5102 NO NO NO NO | 22,6 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 30 39,4 3
5103 Sl NO Sl NO | 23,5 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 35 38,7 3
5104 NO NO NO NO 20 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 30 39,7 3
5105 Sl NO NO NO | 221 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 35 39,1 3
5106 NO NO NO NO | 17,5 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 2 30 39,8 2
5107 Sl NO NO NO | 27,2 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 37 39,5 3
5108 NO NO NO NO | 35,5 | Negativo 11 Macho Levante Africana 3 20 39,9 3
5109 NO NO NO NO 26 Negativo 10 Hembra Levante Africana 3 20 38,9 3
5110 NO NO NO NO | 22,2 Negativo 11 Hembra Levante Africana 3 25 39,9 3
5111 NO NO NO NO | 27,2 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 38,9 3
5112 NO NO NO NO | 22,6 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 38,7 3
5113 NO NO NO NO | 22,6 | Negativo 10 Hembra Levante Africana 3 20 39,1 3
5114 NO NO NO NO | 21,4 | Negativo 9 Hembra Levante Africana 3 29 39,4 3
5115 NO NO NO NO | 27,4 | Negativo 8 Hembra Levante Africana 2 15 39,5 3
5116 NO NO NO NO | 254 Negativo 9 Hembra Levante Africana 3 18 38,5 3
5117 SI NO S| NO | 17,5 | Negativo 10 Hembra Levante Africana 2 20 40 3
5118 NO NO NO NO 20 Negativo 9 Hembra Levante Africana 2 20 40 3
5119 NO NO NO NO | 25,9 | Negativo 8 Hembra Levante Africana 3 15 39,9 3
5120 NO NO NO NO | 27,2 Negativo 11 Hembra Levante Africana 2 20 38,7 3
5121 NO NO NO NO | 17,8 | Negativo 6 Macho Levante Mestizo 3 12 40 3
5122 NO NO NO NO | 11,7 | Negativo 4 Macho Levante Mestizo 3 10 39,2 3
5123 NO NO NO NO | 21,4 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 3 12 39 3
5124 Sl NO NO NO | 30,7 Negativo 4 Hembra Levante Mestizo 3 9 39,2 3
5125 NO NO NO NO | 16,3 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 2 12 38,6 3
5126 SI NO S| NO | 28,2 Positivo 4 Macho Levante Mestizo 3 9 38,7 3
5127 Sl NO Sl NO 25 Negativo 4 Hembra Levante Mestizo 2 10 39,2 3
5128 Sl NO Sl NO 14 Negativo 4 Macho Levante Mestizo 2 9 379 2
5129 NO NO NO NO | 19,6 | Negativo 3 Hembra Levante Mestizo 3 8 38,9 3
5130 NO NO NO NO | 15,5 | Negativo 5 Hembra Levante Mestizo 2 10 38,6 2
5131 Sl NO Sl NO 30 Negativo 4 Hembra Levante Mestizo 3 8 38,2 3
5132 Sl NO Sl NO | 20,8 Positivo 3 Hembra Desteto Mestizo 3 7 38,7 3
5133 SI NO S| NO 28 Positivo 5 Hembra Levante Mestizo 3 8 38,9 3
6071 NO NO NO NO 47 Negativo 11 Hembra Levante Africana 3 25 38,1 3
6072 Sl NO NO NO | 27,2 Negativo 24 Hembra | H. Lactante Africana 3 26 38,6 3
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6073 NO NO NO NO | 33,3 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 28 38 3
6074 NO NO NO NO | 25,9 Negativo 24 Hembra | H. Lactante Africana 3 25 38 3
6075 NO NO NO NO 40 Negativo 1 Hembra Levante Africana 3 24 39,1 3
6076 NO NO NO NO | 29,3 | Negativo 11 Hembra Levante Africana 3 20 38,2 2
6077 Sl NO NO NO | 35,1 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 25 38 3
6078 Sl NO NO NO | 241 Negativo 1 Hembra Levante Africana 2 20 38,5 3
6079 Sl NO Sl NO | 27,6 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 30 38,8 2
6080 NO NO NO NO 34 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 30 38 3
6081 SI NO Sl NO | 27,7 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 32 38 3
6082 NO NO NO NO 8,5 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 37 38,4 3
6083 NO NO NO NO | 29,4 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 35 38,5 3
6084 NO NO NO NO | 33,3 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 37 38 3
6085 NO NO NO NO | 36,3 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 38 3
6086 NO NO NO NO | 28,5 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 36 38,6 3
6087 NO NO NO NO | 27,7 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 37 38 3
6088 NO NO NO NO | 32,7 | Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 27 38,5 3
6089 NO NO NO NO 25 Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 26 38,2 3
6090 Sl NO Sl NO 37 Negativo 5 Hembra Levante Africana 3 15 38,5 3
6091 NO NO NO NO | 29,4 | Negativo 4 Hembra Levante Africana 3 12 38,7 3
6092 NO NO NO NO | 26,7 | Negativo 4 Macho Levante Africana 3 15 38,3 3
6093 NO NO NO NO | 29,1 Negativo 24 Macho | Reproductor Mestizo 3 45 39,2 3
6094 NO NO NO NO | 31,4 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 30 38 4
6095 NO NO NO NO | 32,1 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 40 38 3
6096 Sl NO Sl NO | 34,5 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 38 38,2 3
6097 NO NO NO NO | 38,5 | Negativo 3 Macho Desteto Africana 3 10 38 3
6098 NO NO NO NO | 28,8 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 29 39 3
6099 NO NO NO NO | 32,6 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 26 38,7 3
6100 S| NO SI NO 25 Positivo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 40 38,7 3
7134 Sl NO Sl NO 34 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 15 39 4
7135 NO NO NO NO | 22,4 Negativo 7 Hembra Levante Africana 3 12 38,1 5
7136 NO NO NO NO | 40,3 | Negativo 18 Macho | Reproductor Mestizo 3 23 38 3
7137 NO NO NO NO 19 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 2 40 39,1 4
7138 NO NO NO NO | 36,3 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 35 38,4 3
7139 SI NO SI NO | 32 Negativo 18 Hembra H. Vacia Africana 3 24 39,3 3
7140 NO NO NO NO | 29,8 | Negativo 12 Hembra H. Vacia Africana 3 25 38,5 3
7141 SI NO Sl NO | 41,5 | Negativo 12 Macho | Reproductor Africana 3 24 38,3 3
7142 NO NO NO NO | 23,2 Negativo 24 Macho | Reproductor Africana 3 37 38,9 3
8143 SI NO S| NO | 29,8 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 2 35 38,5 2
8144 Sl NO Sl NO | 24,1 Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 35 38,5 2
8145 NO NO NO NO | 37,9 Negativo 18 Hembra H. Vacia Mestizo 3 27 38,7 3
8146 NO NO NO NO | 31,6 Negativo 12 Hembra H. Vacia Mestizo 3 24 38 3
8147 NO NO NO NO 37 Negativo 24 Macho | Reproductor Mestizo 3 50 38,9 4
8148 NO NO NO NO | 29,8 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 34 39,5 2
8149 Sl NO Sl NO | 29,5 Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 42 38,4 2
8150 NO NO NO NO | 37,5 Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 32 38,6 2
8151 Sl NO Sl NO | 35,1 Negativo 18 Hembra H. Vacia Mestizo 3 25 39,5 3
8152 NO NO NO NO 40 Negativo 24 Hembra H. Vacia Mestizo 3 28 38,3 4
9153 NO NO NO NO | 74 Negativo 24 Macho | Reproductor Dorper 2 50 38,7 5
9154 NO NO NO NO | 33,3 Negativo 24 Hembra H. Vacia Santa Inés 3 50 39,3 2
9155 NO NO NO NO | 29,4 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 42 38,6 3
9156 NO NO NO NO | 25,4 | Negativo 24 Macho | Reproductor | Black Belly 3 52 38,6 2
9157 NO NO NO NO | 29,3 Negativo 4 Hembra Levante Africana 3 15 38 3
10158 Sl NO Sl NO | 29,5 | Negativo 24 Macho | Reproductor Dorper 3 65 38,2 3
10159 Sl NO Sl NO | 29,1 Negativo 24 Hembra H. Vacia Africana 3 42 39,9 3
10160 Sl NO Sl NO | 33,9 | Negativo 24 Hembra | H. Gestante Dorper 3 55 39,7 3
10161 Sl NO Sl NO 28 Negativo 24 Hembra H. Vacia Dorper 3 55 39,5 3
10162 NO NO NO NO | 71 Negativo 24 Macho | Reproductor Dorper 2 40 39,9 5
10163 NO NO NO NO | 28,3 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Dorper 4 70 39,8 3
10164 SI NO SI NO | 40,2 | Negativo 24 Hembra H. Vacia Dorper 3 48 38,2 3
10165 Sl NO Sl NO | 33,3 Negativo 24 Hembra H. Vacia Pelibuey 3 45 39,2 3
10166 Sl NO NO NO 26 Negativo 24 Hembra H. Vacia Dorper 3 42 40 3
10167 NO NO NO NO | 30,1 Negativo 24 Hembra H. Vacia Dorper 4 50 39,3 1
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B. Anexo: Formato de ficha técnica
individual para el ovino y la muestra

1. Fecha de muestreo: DD/MM/YY
2. ID del ovino : Edad en meses : Sexo: Hembra O; Macho O
3. Estado:

Cordero lactante O; Cordero desteto O; Cordero levante O; Hembra lactante O; Hembra

vacia O; Hembra gestante O; Macho reproductor O

Famacha®:10; 20; 30; 40; 50

Alteraciones en el tiempo de coagulacion: Si O; No O

4. Raza: Africana O; Raza pura O; Mestizos O
5. Condicioén corporal: 1 0;20; 30;4 0O; 5 0;
6. Peso:  Kg

7. Temperatura: __ °C;

8.

9.
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c. Anexo: Ovino con garrapata
Rhipicephalus microplus

Hallazgo Grupo Control Genético en Salud Animal - Instituto de
Genética — Universidad Nacional de Colombia — 2018.
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