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RESUMEN

Babesia es considerada como un hemoparésito que se transmite principalmente a
través de las garrapatas, y su impacto patoldgico, ya sea agudo o crénico, varia dependiendo
de la subespecie del parasito que infecta al hospedero. El objetivo de este estudio fue realizar
la deteccién molecular de Babesia spp. en muestras de perros y la identificacion molecular
de las especies de este hemoparéasito utilizando la tecnologia de secuenciacion Oxford
Nanopore, en areas rurales de Ecuador. El enfoque se centr6 en profundizar en los detalles
técnicos y metodoldgicos del procesamiento de las muestras clinicas. Se analizaron 363
muestras de sangre venosa de perros, de las cuales se extrajo el ADN. La deteccion del
patogeno se realizo mediante una PCR estandar, utilizando un fragmento conservado del gen
18S ARNr, mientras que para la identificacion de especies se emple0 la secuenciacion con
tecnologia Oxford Nanopore. La subespecie identificada fue Babesia canis vogeli, la cual,
aunque mostro una prevalencia baja, evidencia la escasez de investigaciones sobre este tipo
de hemoparésitos en el pais. Babesia canis vogeli tiene una distribucion mundial y una
prevalencia mas alta en América Latina, representando un riesgo significativo para los

animales de compafiia y un serio desafio para la salud veterinaria.

Palabras clave: Hemoparasitos, garrapata, reservorio, hospedero, anemia hemolitica, 18S

ARNTr, genes mitocondriales, PCR estandar, secuenciamiento.



ABSTRACT

Babesia is considered as an hemoparasite primarily transmitted through ticks, and its
pathological impact, whether acute or chronic, varies depending on the subspecies of the
parasite infecting the host. The aim of this study was to perform molecular detection of
Babesia spp. in dog samples and molecular identification of the species of this hemoparasite
using Oxford Nanopore sequencing technology in rural areas of Ecuador. The focus was on
delving into the technical and methodological details of clinical sample processing. A total
of 363 venous blood samples from dogs were analyzed, and DNA was extracted from them.
Pathogen detection was performed using a standard PCR with a conserved fragment of the
18S rRNA gene, while species identification was done using Oxford Nanopore sequencing
technology. The identified subspecies was Babesia canis vogeli, which, although it showed
low prevalence, highlights the lack of research on this type of hemoparasites in the country.
Babesia canis vogeli has a global distribution and higher prevalence in Latin America,
representing a significant risk to companion animals and a serious challenge for veterinary

health.

Keywords: Hemoparasites, tick, reservoir, host, hemolytic anemia, 18S rRNA,

mitochondrial genes, standard PCR, sequencing.
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1. CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL
1.1  Clasificacion taxondémica y caracteristicas de Babesia spp.

1.1.1 Hemoparasitos.

En las ultimas décadas, una serie de enfermedades transmitidas por vectores han sido
distribuidas globalmente en distintas areas geogréaficas, y muchas de ellas han sido
provocadas por hemoparasitos o hemoprotozoos (Salih et al., 2015). Los hemoparasitos se
caracterizan por ser patdgenos que infectan los globulos rojos y habitan en la sangre de sus
hospederos, incluyen especies de bacterias, protozoarios, helmintos y otro tipo de organismos

que usan la sangre como su principal medio de supervivencia (Stuen, 2020).

Los canes tienden a ser infectados por hemoparasitos como Babesia spp., Trypanosoma spp.,
Leishmania spp., Hepatozoon spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp., y Dirofilaria spp., que
son transmitidos por vectores y producen enfermedad en zonas tropicales o subtropicales

(Bhattacharjee & Sarmah, 2013; Senthil & Chakravarthi, 2023).

1.1.1.1.1 Filo Apicomplexa.

El filo apicomplexa esta representado por protozoos parasitarios intracelulares obligados,
siendo la principal caracteristica la presencia de una estructura especializada llamada
complejo apical, que se ubica en el extremo anterior del cuerpo del parésito y es clave para

la fijacion y penetracion del patogeno a las células del hospedero (Santana & Barbosa, s.f.).

1.1.1.2 Orden piroplasmida.
El grupo Piroplasmida recibié su nombre por sus etapas intraeritrociticas en forma de pera
(piriformes) (Jalovecka et al., 2018). Los piroplasmas se consideran protozoarios

transmitidos por garrapatas duras (Familia: Ixodidae), que se caracterizan por tener un
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exoesqueleto rigido en la parte dorsal, también conocido como escutelo, permitiéndoles
resistir la presion y facilitar la adhesion al hospedero durante la alimentacion (Pegram et al.,
1984). Asimismo, segun analisis multigénicos, los piroplasmas incluyen principalmente a los

géneros Babesia, Theileria y Cytauxzoon (Tian et al., 2013).

Las especies pertenecientes a este orden comparten muchas estructuras morfoldgicas y
funcionales como el complejo apical, que es una estructura formada por organelos secretores
y por elementos del citoesqueleto, siendo esencial para la invasion de las células del
hospedero (Dos Santos Pacheco et al., 2020). Igualmente, este orden comparte su forma de
reproduccion asexual o merogonia en los eritrocitos del hospedero y su reproduccién sexual
que da lugar a la formacion de esporozoitos, en los vectores invertebrados o garrapatas

(Hommer et al., 2000).

1.2 Género Babesia spp. y su rol en la Babesiosis, con un enfoque hacia la Babesiosis

canina

1.2.1 Introduccion a la Babesiosis.

En el afio 1888, el doctor Victor Babes, bacteri6logo rumano investigd brotes de
enfermedades con sintomas como, hemoglobinuria en el ganado de Rumania, siendo el
primero en observar protozoos con cuerpos pequefios dentro de los glébulos rojos (Angus,
1996). Al principio se pensdé que se trataba de una bacteria que fue descrita como
Hematococeus bovis, la que después seria catalogada como Babesia bovis. Posteriormente,

el género fue nombrado como “Babesia” en su honor (Laha et al., 2015).

Este descubrimiento inicial abrié el camino para investigaciones mas profundas sobre la

babesiosis, que con el tiempo ha cobrado relevancia en otras especies, como los caninos. La
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ocurrencia de babesiosis canina a nivel global se ha vuelto esencial por su incremento de
casos y su amplia distribucion geogréafica, involucrando también a algunas especies de

Babesia que actualmente permanecen como no identificadas (Irwin, 2009).

1.2.1.1 Babesiosis canina

1.2.1.1.1.1 Diversidad de Especies y Subespecies del Género Babesia en Caninos
Babesia canis es un protozoo apicomplejo que infecta los glébulos rojos de caninos y causa
babesiosis, una enfermedad grave en perros, que puede provocar anemia, fiebre y letargia
(Schnittger et al., 2012). Esta especie se transmite principalmente a través de garrapatas del
género Rhipicephalus y otros vectores especificos, que facilitan su transmisién entre

hospederos caninos (Kuttler, 1988).

La caracterizacién de B. canis se basa en estudios morfoldgicos y en el analisis de sus ciclos
de vida y vectores, en combinacion con técnicas moleculares que ayudan a diferenciarla de
otras especies de Babesia (Caccio et al., 2002). En su fase intraeritrocitica, B. canis puede
presentar formas ovaladas, redondas o en tétrada, dependiendo de su ciclo y estadio de

desarrollo (Laha et al., 2015; Uilenberg et al., 1989).

Por otra parte, la distribucion de especies de Babesia depende de las zonas geograficas en
donde sea localizado el vector competente, y del hospedero especifico al que el patégeno

infectara (Vannier & Krause, 2012; Young et al., 2019).

La babesiosis canina es causada por varias especies de Babesia,: Babesia canis, Babesia
gibsoni, Babesia conradae, Babesia microti, Babesia divergens, Babesia vulpes, las cuales
se diferencian morfolégicamente, principalmente por su tamafio (Camacho, 2001; Baneth,

2018; Laha et al., 2015; Conrad, 1991; Schnittger et al., 2012).
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Babesia canis es un tipo de protozoo grande y piriforme, capaz de ocasionar infeccion
multiple en un solo eritrocito. Por el contrario, Babesia gibsoni representa una forma pequefia
de Babesia que morfolégicamente no es piriforme, sino que sus trofozoitos son ovalados y

pueden formar anillos (Laha et al., 2015).

Babesia canis comprende tres subespecies: B. canis canis, B. canis rossi y B. canis vogeli
(Carret et al., 1999). Estas subespecies se han clasificado en funcién de su inmunidad
cruzada, pruebas seroldgicas, especificidad de vector y anélisis filogenético molecular.
Actualmente, cada una de ellas se considera una subespecie separada debido a sus diferencias

genéticas y ecoldgicas (Zahler et al., 1998).

1.2.1.1.2 Ciclo de vida del patégeno

1.2.1.1.2.1 Especificidad del Hospedero en Babesiosis canina

Los parésitos del género Babesia spp. estan distribuidos globalmente y requieren de dos tipos
de hospederos para su ciclo de vida: uno invertebrado y otro vertebrado. El ciclo de vida de
Babesia depende de la interaccion entre el hospedero definitivo o garrapata, y el hospedero
intermediario, que generalmente es un vertebrado, como los perros, albergando las fases
asexuales del parasito (Homer et al., 2000). Esta relacion entre el parasito y sus hospederos
es crucial para su supervivencia y transmision, y revela la importancia de ambos hospederos

en el mantenimiento de la enfermedad (Karasova et al., 2022; Solano-Gallego et al., 2008).

En este contexto, la especificidad de Babesia canis hacia los perros se puede entender como
un fendémeno resultado de factores evolutivos, moleculares y genéticos que favorecen una
interaccion estrecha entre el parasito y su hospedero vertebrado. Un claro ejemplo de estos

eventos involucra una 6ptima adaptacion en mecanismos de adhesion molecular especifica,
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ya que se han identificado moléculas de superficie que interactan particularmente con
receptores en los eritrocitos de perros. Esta especificidad asegura la invasion eficiente de los
gldébulos rojos y la posterior replicacion del parasito en su hospedero. Por esta razén, la
identificacién precisa de especies, subespecies y genotipos de Babesia es fundamental, no
solo para comprender la dindmica de la enfermedad, sino también para promover el control

y prevencion de la babesiosis en perros (Goodswen et al., 2021; Zhang & Yang, 2014).

Los parésitos del género Babesia poseen la capacidad de invadir directamente los eritrocitos
de su hospedero canino, estableciéndose exclusivamente en esta fase intracelular para llevar
a cabo su ciclo de reproduccién asexual. Este proceso implica la invasion inicial de los
gldbulos rojos, seguida de su desarrollo como trofozoitos y posterior multiplicacion mediante
fision binaria, dando paso a merozoitos que eventualmente infectan nuevas células. A
diferencia de otros protozoarios, como Plasmodium, que requieren la invasion de hepatocitos
durante fases iniciales de su ciclo; Babesia omite esta etapa, lo que simplifica su ciclo de
vida dentro del hospedero vertebrado. Este mecanismo exclusivo refleja una adaptacion
evolutiva eficiente que le permite al parasito replicarse de manera rapida y especifica dentro

de su nicho (Hoyte, 1965.; Mosqueda et al., 2002).

La familia de proteinas adhesivas BC28 son responsables de la invasion de las células
eritrociticas del hospedero, siendo el antigeno principal que se encuentra localizado en la
superficie de los merozoitos de Babesia canis. La proteina recombinante BC28.1 interactla
con componentes especificos en la superficie de los eritrocitos del hospedero canino, aunque
los receptores exactos ain no estan completamente identificados en los glébulos rojos

caninos (Carcy et al., 2006). Sin embargo, se sabe que BC28.1 facilita la adhesién mediante
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mecanismos que se asemejan a los usados por otros parasitos apicomplejos, como los de

Plasmodium (Depoix et al., 2002.; Yang et al., 2012).

1.2.1.1.2.2 Vectores de Babesia en Babesiosis canina
Las garrapatas son especies de ectoparasitos que se alimentan de sangre de animales
domeésticos y salvajes, se distribuyen globalmente y son capaces de transmitir una variedad

de patogenos (Maya-Delgado et al., 2020).

El patdgeno Babesia es transmitido por ciertas especies de garrapatas, que pertenecen a
garrapatas ixodidas, excepto por Ornithodoros erraticus garrapata no ixodida y reservorio de

Babesia meri. (Homer et al., 2000).

Las subespecies de Babesia canis dependen de diversos vectores de garrapatas, los cuales
son fundamentales para su transmision y supervivencia en la naturaleza. Por ejemplo,
Babesia canis canis se transmite principalmente a través de Dermacentor reticulatus, que
circula mayormente en Europa (Matjila et al., 2008; Oyamada et al., 2005; Sasaki et al.,
2007). Por otro lado, Babesia canis vogeli utiliza a Rhipicephalus sanguineus, conocida
como la garrapata marrén del perro, que es comun en areas de clima calido y en zonas
tropicales y subtropicales (Karasova et al., 2022; Solano-Gallego et al., 2008). Finalmente,
Babesia canis rossi, caracterizada por su alta patogenicidad, se transmite a través de
Haemaphysalis elliptica 0 Haemaphysalis leachi, en zonas geogréaficas como Sudafrica

(Karasové et al., 2022).

En particular, Rhipicephalus sanguineus se destaca como un vector clave para Babesia canis

debido a su capacidad para sobrevivir en distintas etapas de su ciclo de vida (huevo, larva,
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ninfa y adulto), lo que facilita la persistencia y transmision de la infeccién. Este ciclo permite
que el paréasito pase de una etapa a otra sin abandonar el vector, garantizando una transmision
eficiente cuando la garrapata se alimenta de un hospedero intermedio, como el perro, y luego

de un nuevo hospedero (Chao et al., 2017.; Solano-Gallego et al., 2016).

La babesiosis canina se ha distribuido mayormente en varios paises de Sudameérica, mientras
que en América Central los casos son considerablemente mas limitados. Babesia vogeli es la
subespecie predominante en América Latina y el Caribe; su presencia no se restringe
Unicamente a zonas tropicales o subtropicales, sino que también se extiende a regiones
templadas como Argentina y Chile, influenciada por la elevada prevalencia del vector
(Schnittger et al., 2012). También se han reportado casos en Per( debido a que garrapatas
vectoras como Rhipicephalus sanguineus son altamente prevalentes en esta zona. Sin
embargo, los caninos positivos para Babesia vogeli no presentaron ningin sintoma
compatible con la enfermedad, lo que afirma que, en algunos casos, perros portadores de la
enfermedad y con una infeccion crénica no presentan signos clinicos de babesiosis (Temoche
et al., 2018). Por otra parte, en Colombia, se han reportado pocos casos de ocurrencia de
Babesia en perros, que se han detectado a través de frotis sanguineos en canes con
parasitemias bajas. Sin embargo, mediante pruebas seroldgicas y moleculares se ha logrado
detectar esta subespecie de Babesia. Adicionalmente estos casos de Babesiosis canina han
sido identificados en la fase aguda de la infeccion, en donde la parasitemia es mas facil de

detectar (Batista Jiménez Alfonso, 1980; VVargas-Hernandez et al., 2012).
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Babesia canis vogeli ha sido identificado en garrapatas de la especie Rhipicephalus microplus
en paises como Brasil y México, areas consideradas endémicas donde el parasito circula

activamente (Lira et al., 2017; Melo et al., 2016; Rotondano et al., 2015; Silva et al., 2012).

Por otro lado, la distribucidn geografica de Babesia gibsoni se restringe a América Latina y
el Caribe, con reportes del paréasito en Costa Rica, Nicaragua y el sur de Brasil (Iwakami et
al., 2014; Schoeman, s.f.). Las investigaciones sefialan que Babesia gibsoni puede
transmitirse directamente entre caninos mediante mordeduras, heridas o la ingestién de

sangre (Yeagley, 2009).

Hasta el momento, no se han registrado casos de Babesia canis ni Babesia rossi en América
Latina y el Caribe, probablemente debido a la ausencia reportada de sus vectores en estas
regiones. No obstante, se han documentado casos de Babesia canis en Estados Unidos

(Barash et al., 2019).

En América Latinay el Caribe, la prevalencia de Babesia presenta variaciones significativas.
Aungue los analisis de deteccion molecular indican una baja prevalencia en ciertas regiones,
como Pert (1.4%) (Temoche et al., 2018), Venezuela (2.2%) (Criado-Fornelio et al., 2007),
Colombia (5.5%) (Vargas-Hernandez et al., 2012) y Argentina (7.7%) (Mascarelli et al.,
2016); algunos paises destacan por tener prevalencias elevadas, como Nicaragua (15.4%)

(Wei et al., 2014) y Brasil (23.4%) (Jojima et al., 2008).

1.2.1.1.2.3 Ciclo de vida de Babesia en caninos
El ciclo de vida de Babesia canis es complejo e involucra a dos tipos de hospederos: una

garrapata como hospedero definitivo (en donde ocurre la reproduccion sexual del parasito) y
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un mamifero como hospedero intermediario (donde se lleva a cabo la reproduccion asexual)

(ver Fig. 1) (Jalovecka et al., 2018).

Los protozoarios Apicomplexa generalmente tienen tres estadios de reproduccion:

(i) La gamogonia, que es la formacion y fusion de gametos en el intestino de la garrapata, (ii)
esporogonia que se desarrolla en las glandulas salivales del vector, y (iii) merogonia o

reproduccion asexual en el hospedero vertebrado (Kakoma et al., 1994).

A diferencia de otros organismos apicomplexa que se replican en los eritrocitos, Babesia spp.
no cuenta con un estadio pre-eritrocitico. En los glébulos rojos, Babesia spp. cumple varios
ciclos repetidos de replicacion, salida e invasion, que terminan en la destruccion de los

eritrocitos (Jalovecka et al., 2018. ; Mosqueda et al., 2002).

La garrapata infectada introduce el parasito en el torrente sanguineo del hospedero
intermediario al alimentarse de su sangre. Una vez en el cuerpo del mamifero, los
esporozoitos de Babesia invaden los glébulos rojos por medio de los antigenos de
Glicosilfosfatidilinositol (GPI) de superficie de los merozoitos (MSA) y de proteinas
asociadas a la roptria-1 (RAP-1), que son y se desarrollan en trofozoitos, que corresponde a
una etapa intracelular del ciclo (Del Carmen Terron et al., 2016; Sch Etters et al., 1998). Los
trofozoitos se dividen asexualmente mediante fision binaria y forman merozoitos, que salen
de los globulos rojos para infectar nuevas células, continuando el ciclo asexual (Elsworth &

Duraisingh, 2021).

Por el contrario, cuando el vector se alimenta de la sangre de un hospedero infectado, ingiere
los glébulos rojos que contienen los merozoitos. En el intestino de la garrapata, los

merozoitos se transforman en gametocitos, que se fusionan para formar un cigoto
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(strahlenkorper) que determina la etapa sexual del ciclo, siendo el Unico estadio diploide del
mismo (Mehlhorn et al., 1985). El cigoto penetra las células del intestino de la garrapata,
dando paso al desarrollo de un ookinete que luego migra a las glandulas salivales de la
garrapata. En las glandulas salivales, el ookinete se convierte en esporozoitos, que estaran
listos para ser transmitidos al siguiente hospedero mamifero cuando la garrapata se vuelva a

alimentar (Mehlhorn & Schein, 1993).

El mecanismo molecular del desarrollo de Babesia canis en el intestino del vector permanece
desconocido, sin embargo, se asegura que los esporozoitos usan los mismos procesos
moleculares de invasion que los merozoitos. La presencia de MSA-1, MSA-2, y la Proteina
1 asociada a la Roptria RAP-1 ayuda a atrapar a los eritrocitos e invadirlos (Mosqueda,

McElwain, & Palmer, 2002).

1.2.1.1.3 Babesiosis canina: Impacto clinico y epidemioldgico

1.2.1.1.3.1 Patogenicidad Babesiosis canina

La patogenicidad de Babesia en caninos depende de la especie y subespecie del parasito, el
estado inmune del hospedero y la carga parasitaria. Las especies mas comunes en perros,
como Babesia canis, Babesia vogeli y Babesia rossi, se transmiten principalmente a través

de vectores garrapatas del género Rhipicephalus. (Leisewitz et al., 2023).

Dentro de las subespecies de Babesia, Babesia rossi es considerada la mas patdgena,
causando babesiosis canina severa en areas endémicas como Africa. Esta especie estd
asociada con tasas de mortalidad méas altas y complicaciones graves, como fallo
multiorganico. Babesia canis y Babesia vogeli, aunque también pueden causar babesiosis,

generalmente producen formas menos severas de la enfermedad (Leisewitz et al., 2023).
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1.2.1.1.3.1.1 Factores de virulencia: adhesion e invasion eritrocitaria

Los merozoitos de Babesia utilizan una serie de moléculas de superficie y estructuras del
complejo apical para adherirse e invadir las células del hospedero, facilitados por antigenos,
estos procesos son vitales para la supervivencia de Babesia (Dubremetz et al., 1998; Sam-
Yellowe, 1996). A su vez, estos parasitos han desarrollado mecanismos moleculares que
favorecen una variabilidad antigénica, permitiendo evadir el sistema inmunolégico del

hospedero y perpetuar la infeccion (Carcy et al., 2006).

En Babesia canis, aunque la diversidad antigénica no estd completamente caracterizada, se
han identificado polimorfismos en los genes VESA (antigenos variables de superficie
eritrocitaria) y RAP-1, que permiten la expresion de proteinas con epitopos unicos, lo que
contribuye a la evasion inmune mediante la activacion de linfocitos B con receptores
especificos (Allred et al., 2000; Dalrymple et al., 1993; Mishra et al., 1992; Skuce et al.,
1996). La diversidad antigénica de este parasito estd principalmente relacionada con la
familia de genes Bc28, que al igual que MSA-2, codifica proteinas conservadas en su
secuencia de aminoacidos, contribuyendo a la persistencia del parésito en el hospedero

(Carcy et al., 2006).

1.2.1.1.3.1.2 Respuesta inmune del hospedero

Los factores de patogenicidad de Babesia canis estan relacionados con una serie de
mecanismos moleculares y respuestas inflamatorias que contribuyen al dafio celular y tisular
en los perros infectados. La proteina BrEMAL en Babesia rossi se considera un factor de

virulencia clave, aunque no es expresada en B. canis canis, lo que sugiere diferencias en la
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virulencia entre especies. En B. canis, las interacciones de citoquinas y quimioquinas son

cruciales para la patogénesis (Galan et al., 2018).

La babesiosis canina puede causar graves complicaciones, ya que desencadena una respuesta
inmune que activa citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, junto con endotoxinas y
el sistema de complemento. Este proceso puede derivar en el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) si no se regula adecuadamente (Goddard et al., 2016; Hack et
al., 1992). Ademas, un desequilibrio de citoquinas como TNF-a, IL-1f y la IL-10
antiinflamatoria contribuye al SIRS y al sindrome de disfuncién de drganos mdltiples
(SDOM). Los antigenos MCP-1 y KC también juegan un papel importante en el
reclutamiento celular, provocando inflamacion y posible sepsis (Bossink et al., s.f; Deshmane

et al., 2009).

La IL-8, asociada al aumento de TNF-a e IL-1, incrementa en respuesta a factores como
productos bacterianos y estrés celular, generando dafio tisular y anemia hemolitica debido a
la respuesta inflamatoria y hemdlisis mediada por anticuerpos. Ademas, se observa hipoxia
tisular debido a especies reactivas de oxigeno y disfuncién mitocondrial, que contribuyen al

dafio renal (Goddard et al., 2016; Hack et al., 1992).

La produccion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6 es crucial para
activar la respuesta inflamatoria (Matijatko et al., 2009; Zygner et al., 2023). Estas citoquinas
facilitan la migracion de leucocitos a través del endotelio, aunque también pueden causar
dafos en este tejido y contribuir al SIRS, caracteristico en casos severos de babesiosis. La
respuesta inflamatoria y la hemdlisis provocada por anticuerpos pueden desencadenar

problemas como anemia hemolitica y manifestacion de otros sintomas graves, mientras que
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la liberacidn de especies reactivas de oxigeno y la disfuncion mitocondrial producen hipoxia

tisular, influyendo en el dafio renal (Dubremetz et al., 1998; Sam-Yellowe, 1996).

1.2.1.1.3.2 Manifestaciones clinicas de Babesiosis canina
Las manifestaciones de la infeccion son causadas por la fase reproductiva asexual del paréasito
en los eritrocitos y la lisis de las células. Consecuentemente, el cuadro clinico es amplio y

revela el nivel de parasitemia en la sangre (Homer et al., 2000).

En caninos, el periodo de incubacion de Babesia puede variar entre 10 a 21 dias si es causado
por Babesia canis y de 14 a 28 dias si fue causado por Babesia gibsoni. La mortalidad
ocasionada por infecciones de Babesia tiene un rango de 12% por B.rossi y 1% por B.vogeli

(Homer et al., 2019).

La babesiosis canina es una enfermedad grave que afecta a los perros, caracterizada
principalmente por la destruccion de los globulos rojos debido a la accion de los parésitos
Babesia (Solano-Gallego et al., 2016). Esta destruccion lleva a una anemia hemolitica, que
se acompafia de diversas complicaciones como fiebre, ictericia, trombocitopenia, Yy
agrandamiento de 6rganos como los ganglios linfaticos y el bazo (Solano-Gallego et al.,

2016).

Otras alteraciones que se pueden detectar incluyen hipoalbuminemia e hiperbilirrubinemia
(Solano-Gallego & Baneth, 2011). Dependiendo de la especie infecciosa y el curso de la
infeccion, la anemia puede ser regenerativa, aunque la anemia no regenerativa se asocia mas
comunmente con B. canis. En todas las especies, la anemia es causada por una combinacion

de hemodlisis intravascular y extravascular, resultado del dafio y la ruptura de los globulos
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rojos por los parésitos, la mayor fragilidad osmoética de las células y la actividad de procesos

inmunomediados secundarios (Solano-Gallego et al., 2008).

La liberacion de toxinas por los parasitos en el torrente sanguineo agrava la situacion, al igual
que la respuesta inmune del hospedero, que implica la liberacidn de citoquinas, exacerbando
la hemdlisis y la inflamacion, de manera similar a lo observado en la malaria producida por

Plasmodium spp. (Montero et al., 2022).

La gravedad de la enfermedad aumenta en perros con asplenias o aquellos que sufren de
coinfecciones con otros agentes patdgenos, lo que complica la respuesta inmunolégica y la
recuperacion (Homer et al., 2000). La severidad de los sintomas clinicos, como la debilidad,
la pérdida de apetito, y la anemia, varia segun la especie de Babesia implicada, siendo mas
grave en algunos casos como el de B. rossi. Ademas, los signos adicionales de fallo renal,
trastornos de coagulacion, y complicaciones respiratorias, reflejan la extension del dafio
organico causado por la infeccion y la respuesta inmune desmedida. Este conjunto de
alteraciones clinicas subraya la complejidad de la babesiosis y su potencial para inducir un

dafio sistémico grave (Jacobson, 2006).

1.2.1.1.3.3 Epidemiologia

La distribucién de enfermedades en caninos causadas por vectores se encuentra en constante
cambio. Este patron depende de la prevalencia y frecuencia de las enfermedades en zonas
donde el parasito esta bien establecido y clinicamente identificado, asi como en areas donde
se presentan casos esporadicos, frecuentemente relacionados con perros que se desplazan

entre regiones, o con la expansion geografica del vector (Irwin, 2009).
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La propagacién de babesiosis esta influenciada por diversos factores como la disponibilidad
de los hospederos, la presencia de garrapatas que funcionan como vectores, la presencia del
patdgeno en dichos vectores, y las condiciones propicias tanto del hospedero como del
entorno. Estos elementos determinan la expansion de la enfermedad, y en su ausencia, la
transmision de la infeccion se ve detenida. El parasito Babesia depende completamente de
los vectores y hospederos para su supervivencia, dado que no tiene la capacidad de

mantenerse por si mismo fuera de estos.

La relacion entre estos factores es crucial para entender como y por qué la babesiosis se
propaga en ciertas regiones. Sin la presencia de los vectores (garrapatas) y de los hospederos
susceptibles, la circulacion del parasito en el ambiente se interrumpe, y la transmision de la

enfermedad cesa.

Respecto a la distribucién de los piroplasmidos caninos, Babesia rossi es un parasito con
origen en el Africa subsahariana. Babesia canis en Europa y Babesia vogeli estd ampliamente
distribuida en todo el mundo, regién Tropical, Subtropical y Mediterranea. La distribucion
geografica del microorganismo esta determinada por el rango ecol6gico de sus garrapatas
vectoras, excepto para Babesia gibsoni para la cual la propagacion global es impulsada por
transmision directa entre perros sin intervencion de un vector (Jefferies, Ryan, Jardine,

Broughton, et al., 2007).

Babesia vogeli es el piroplasma canino mas comdnmente distribuido en el mundo, gracias a
su vector, la garrapata marron del perro (Rhipicephalus sanguineus), que es considerada

cosmopolita. B. vogeli se encuentra en regiones tropicales y subtropicales y puede extenderse
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a zonas mas frias, coexistiendo y confundiéndose con otras especies grandes de Babesia

(Irwin, 2009).

En regiones no endémicas, los casos de babesiosis suelen ocurrir cuando los caninos entran
en contacto con vectores infectados, los cuales pueden haber llegado de hospederos
provenientes de zonas endémicas o por la expansion de los vectores debido a cambios
ecoldgicos. Consecuentemente, la movilizacion migratoria de los canes, el historial de caza
y la exposicion rural extensa se consideran factores de riesgo para la Babesiosis canina en

Europa (Solano-Gallego et al., 2008).

Por otra parte, en Ecuador no existen reportes ampliamente documentados sobre la presencia
de babesiosis canina, aunque se han realizado algunas investigaciones limitadas,
especialmente en la region litoral, donde las condiciones climaticas favorecen la proliferacion

de enfermedades parasitarias (Olaya Martinez, 2015; Reyna-Bello Armando, 2022).

Olaya Martinez (2015) sefiala que Babesia vogeli es el Unico piroplasma identificado
molecularmente en perros en la ciudad de Guayaquil. Este hallazgo se obtuvo mediante
pruebas hematologicas, como el Test de Woo y la observacion de frotis sanguineos,
complementadas con técnicas moleculares que incluyeron la amplificacion de tres
fragmentos del gen 18S ARNr. Los resultados indicaron una prevalencia del 5% (Olaya

Martinez, 2015).

Para corroborar estos estudios, Reyna-Bello (2022) identifico la presencia de muestras
positivas de Babesia spp. mediante el analisis de frotis sanguineos, lo que permitié describir
morfoldgicamente una Babesia de gran tamafio. Para complementar estos resultados, se

realizaron analisis moleculares que detectaron e identificaron dos subespecies de Babesia
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canis: Babesia canis canis y Babesia canis vogeli. En particular, la secuencia obtenida de
una muestra positiva en Santo Domingo de los Tsachilas correspondié a Babesia vogeli. Los
analisis filogenéticos revelaron que esta secuencia presentaba una alta similitud con otras

encontradas en Peru y Colombia (Reyna-Bello Armando, 2022).

A pesar de que algunos estudios apuntan a la necesidad de investigar mas sobre esta
enfermedad, la falta de censos oficiales y la escasa disposicion de los duefios de mascotas
para realizar exdmenes complementarios dificultan el diagnostico y tratamiento adecuado de

la babesiosis en el pais.

1.2.1.1.4 Metodologias de Diagndstico para Babesiosis canina
1.2.1.1.4.1 Hematologia

1.2.1.1.4.1.1 Examenes de Microscopia
El diagndstico méas simple y accesible se basa en microscopia, técnica que es relativamente
sensible en la fase aguda de la infeccidn y es capaz de detectar parasitos intraeritrociticos en

tinciones de Giemsa o Wrights de frotis de sangre. (Irwin, 2009).

Esta técnica se basa en la examinacién de frotis sanguineo para observar la presencia de
parasitos en los eritrocitos (Etkind et al., 1980). Los frotis de sangre periférica son procesados
con la tincién de Giemsa o tincion de Wright's. En esta fase de infeccion es mas sencillo

diferenciar las formas grandes o pequefias de Babesia spp (Irwin, 2009).

Los protozoarios que infestan a los eritrocitos se observan como anillos oscuros y tefiidos
con un citoplasma de color mas claro. Morfolégicamente existe una gran variacion en las

formas de Babesia spp., en donde se presentan anillos (anular), trofozoitos en pares o
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individuales con forma de pera (piriformes), y la cruz Maltese (tetraédrica), que no es tan

frecuente (Homer, 2000).

La duracion de la detectabilidad de las parasitemias esta en un rango de tres a doce semanas,
y en pacientes esplenectomizados se puede alcanzar hasta los 7 meses (Sun et al., 1983;

Anderson & Cassaday, s.f.; Ruebush li etal., s.f.).

Ademas, los analisis de frotis sanguineos se deben tomar en cuenta que las formas de anillo
en los eritrocitos pueden ser confundidas con Plasmodium falciparum, sin embargo, tomando
en cuenta que las etapas tempranas de P. falciparum pueden perder pigmentacion, la ausencia
del pigmento hemozoina puede distinguir el patogeno Babesia spp (Telford & Spielman,
2010). Sin embargo, el diagnostico de piroplasmosis cronica en animales portadores o
infectados representa un reto por niveles de parasitemia bajos o intermitentes y por esta razon

se deben considerar otros tipos de diagndstico (Irwin, 2009).

1.2.1.1.4.1.2 Ensayos serologicos e inmunolégicos

1.2.1.1.4.1.2.1 Ensayos de anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT)

Se usan para la deteccion de anticuerpos anti-babesiosis. Es una técnica rapida, sencilla y
costo efectiva. La enfermedad de Babesiosis aguda induce la produccion de anticuerpos 1gG
y IgM. El punto de corte para determinar un resultado positivo varia dependiendo del
laboratorio, pero para el diagndstico, el mas recomendable esta sobre 1:64. Generalmente
titulaciones mas altas como 1:128 o0 1:256 se asocian con diagndsticos mas especificos, en

donde es muy raro que existan resultados falsos positivos (Homer et al., 2000).

En la fase aguda de la infeccion los anticuerpos suelen tener valores de 10 o 20 veces mas a

los requerido en el punto de corte (Pruthi et al., 1995). Los valores de anticuerpos pueden
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mantenerse elevados de hasta tres meses a seis afios después de la infeccion. Se debe tomar
en cuenta que esta prueba seroldgica es propensa a generar reacciones cruzadas con otros
protozoarios, generando resultados falsos positivos en los procedimientos, especialmente en

los valores y deteccion del anticuerpo IgM. (Persing et al., 1995).

1.2.1.1.4.1.2.2 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

La prueba ELISA es util para diagnosticar infecciones por patdgenos que causan babesiosis
canina, tanto agudas como crénicas. Dicha prueba se usa para detectar antigenos circulantes
de Babesia canis en el suero de canes infectados, en donde los antigenos detectados suelen
ser proteinas del parésito, como Bcan 3D7, Bm 86 y diversos antigenos de superficie que se
encuentran en las formas de desarrollo intraeritrocitico del parasito (Eichenberger et al.,

2017)

1.2.1.1.4.1.3 Deteccion molecular de Babesia spp.

1.2.1.1.4.1.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccion de Babesiosis leve se realiza con técnicas mas sensibles como técnicas
moleculares incluida la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Este procedimiento se
basa en la amplificacion de secuencias altamente conservadas que incluyan regiones que

permitan identificar especies del patégeno (Homer, 2000).

1.2.1.1.4.1.3.1.1PCR convencional para la deteccion de babesiosis canina

La PCR convencional ha sido ampliamente usada en la deteccion de Babesia por su amplia
estandarizacion y versatilidad. Los genes de ARN ribosomales como el 18S, 5.8S, 28S y el
espaciador transcrito interno ITS han sido frecuentemente usados para PCRs convencionales,

aunque algunos estudios usan otros loci target como p18/BgTRAP (Fukumoto et al., 2001).
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Para mejorar la deteccion de la diversidad de patogenos, es fundamental que las secuencias
objetivo pertenezcan a regiones lo suficientemente variables, lo que permite reconstruir
historias filogenéticas con mayor precision. En este contexto, las subunidades pequefias del
ARN ribosomal o 18S ARNr destacan como uno de los marcadores mas utilizados, por tener
una estructura ampliamente caracterizada, con nueve regiones considerablemente variables.
Aunque estas regiones estan presentes en todos los organismos y son altamente conservadas,
presentan diferencias especificas entre eucariotas y procariotas que pueden ser Utiles para

estudios filogenéticos (Hadziavdic et al., 2014a; Wuyts et al., 2001).

En multiples investigaciones, se han amplificado diferentes regiones del gen 18S ARNr,
seleccionando fragmentos que varian en longitud y caracteristicas especificas. Debido a estas
diferencias, ha sido imprescindible desarrollar primers disefiados especificamente para las
regiones objetivo de cada analisis(Hadziavdic et al., 2014a; Hong et al., 2009). Esto permite
obtener fragmentos amplificados que sean apropiados para cumplir los fines del estudio,
como la identificacion de especies, el analisis filogenético o la deteccion molecular precisa

de Babesia (Adaszek & Winiarczyk, 2008).

1.2.1.1.4.1.3.1.2 Reaccién en Cadena de la Polimeras por Polimorfismo de Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP)

Consecuentemente, las modificaciones de la PCR permiten la identificacion de especies, 0
genotipos, y la diferenciacion de piroplasmas. Por ejemplo, técnicas como PCR-RFLP
(Reaccidon en Cadena de la Polimerasa por Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de
Restriccién) y las PCRs anidadas han sido usadas para diferenciar genotipos de B. vogeli y

B.gibsoni (Jefferies, Ryan, & Irwin, 2007). Es asi como, el disefio de varios primers usados
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en una PCR anidada o PCR semianidada separan claramente amplicones de 342 pb, 546 pb

y 746 pb de B.rossi, B.vogeli y B.canis (Duarte et al., 2008).

1.2.1.1.4.1.3.1.3 Amplificacion Isotérmica mediada por Bucles (LAMP)

Por otra parte, técnicas como LAMP (Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucles) son
usadas por su velocidad y especificidad para la deteccién de B.gibsoni, aplicando también
técnicas como RLB o Ensayo de Hibridacion en linea invertida son aplicados en estudios

epidemioldgicos que analizan el vector del patdégeno principalmente (Ikadai et al., 2004).

1.2.1.1.4.1.3.1.4PCR en tiempo real

Ademas, las técnicas cuantitativas como gRT-PCR permite la cuantificacion de los niveles
del patdgeno en las muestras de sangre o tejido. La cantidad del producto final de PCR puede
utilizarse para deducir el nimero inicial de moléculas objetivo y, a partir de ello, inferir los
niveles de paréasitos dentro de un hospedero. Este principio se basa en la amplificacion
exponencial que ocurre durante la PCR. Si se realiza una PCR cuantitativa (qPCR), que
monitorea la cantidad de ADN amplificado en tiempo real, es posible correlacionar la
cantidad de ADN del paréasito en la muestra con la carga parasitaria en el hospedero

(Birkenheuer et al., 2003a; Matsuu et al., 2005).

Aunqgue la PCR sea capaz de detectar una carga de 50 organismos /ml y 9 parasitos/ul, la
PCR no detectara claramente el gen target cuando no se encuentren organismos en la muestra,
0 cuando la parasitemia sea muy baja o fluctuante (Matsuu et al., 2005). Es por esta razon
que se han obtenido resultados falsos negativos en casos de Babesiosis cronica, y es esencial
reconocer esta limitacion al examinar posibles portadores y perros asintomaticos

(Birkenheuer et al., 2003).
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1.2.1.1.4.1.3.2 Secuenciamiento de siguiente generacion

El secuenciamiento de proxima generacion, corresponde a una tecnologia avanzada que
permite leer de manera simultanea y masiva las secuencias de nucleétidos de ADN o ARN.
Facilita el andlisis integral de genomas completos, transcriptomas y regiones especificas del

genoma en un solo proceso (Frey & Bishop-Lilly, 2015).

Este tipo de secuenciamiento desempefia un papel fundamental en el diagndstico de
enfermedades infecciosas, ya que permite identificar y caracterizar patdgenos de manera
rapida, predecir resistencias a medicamentos y rastrear la propagacion de infecciones
(Didelot et al., 2012). Su capacidad para detectar microorganismos no cultivables, dificiles o
imposibles de cultivar en laboratorios, amplia su utilidad frente a las limitaciones de métodos
convencionales, lo mismo que la convierte en una herramienta versatil que supera las

limitaciones de métodos tradicionales (Seth-Smith et al., 2013).

La tecnologia de secuenciacion Oxford Nanopore (ONT) pertenece a la categoria de tercera
generacion. Esta técnica permite realizar lecturas de secuencias de ADN o ARN que superan
los 1 Mb, ofreciendo una capacidad de andlisis masivo y detallado en comparacién con otras
tecnologias (Miga et al., 2020). Su principio de funcionamiento se basa en el paso de una
hebra de ADN o ARN a través del poro de la proteina a-hemolisina, extraida de
Staphylococcus aureus (Clarke et al., 2009). Una enzima motora (Ter) derivada de la
polimerasa de ARN T7, unida al adaptador en la direccién 5 facilita el desplazamiento de la

cadena de ADN a través del poro durante el proceso de secuenciacion. La identificacion de
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nucledtidos se basa en el paso de cada nucle6tido a través de la proteina poro, lo que produce

una alteracion en la corriente ionica (Hu et al., 2021).

En el caso especifico de Babesia, la tecnologia de secuenciacion Oxford Nanopore, utilizada
de forma independiente o en combinacion con Illumina, se emplea para analizar amplicones
de genes conservados en los piroplasmas, como el 18S ARNr, citocromo ¢ oxidasa subunidad
1 (coxl) y citocromo b (Cob). Estos fragmentos genéticos son clave para la identificacion y
caracterizacion de Babesia (Wang et al., 2022). Tras la amplificacion de estos genes, la
secuenciacién empleando Oxford Nanopore permite obtener datos detallados que facilitan el
analisis de la prevalencia y variabilidad genética de las especies de Babesia en diversas

regiones.

1.2.1.1.5 Tratamientoy prevencién de Babesiosis canina

1.2.1.1.5.1 Tratamiento

El tratamiento de la babesiosis canina se ha centado en medicamentos antipiroplasmicos
como el dipropionato de imidocarb y el aceturato de diminazeno, aunque también se han
utilizado otros compuestos como el sulfato de quinuronio y el azul de tripano. Sin embargo,
el uso de derivados de diamidinico, como el diminazeno, se ha asociado con efectos
secundarios téxicos. Aungue estos tratamientos pueden aliviar los signos clinicos de la

babesiosis, no logran erradicar la infeccion por completo (Irwin, 2009).

En el caso de Babesia gibsoni, los tratamientos son aun mas complicados debido a la
resistencia del parasito. El uso de clindamicina ha mostrado cierto éxito al reducir la
parasitemia, pero no elimina el parasito de manera definitiva. Sin embargo, una combinacion

de clindamicina, metronidazol y doxiciclina ha demostrado ser eficaz al eliminar el ADN de
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Babesia gibsoni en sangre periférica y restaurar la salud clinica de los perros (Suzuki et al.,

2007).

Mas recientemente, la combinacion de azitromicina y atovacuona ha sido utilizada, aunque
algunos perros aun desarrollan resistencia debido a mutaciones en el gen del citocromo B
(Jefferies et al., 2007; Matsuu et al., 2006). Ademas, estudios in vitro han explorado el uso
de extractos de plantas con propiedades anti-babesiales, aunque aun no se han realizado

ensayos clinicos en caninos con estos compuestos (Matsuura et al., 2005; Subeki et al., 2005).

1.2.1.1.5.2 Prevencion de Babesiosis canina

1.2.1.1.5.2.1 Control de vectores

Para prevenir la babesiosis canina, es esencial evitar la exposicién de los perros a las
garrapatas mediante un control sistematico y bien planificado de ectoparéasitos, especialmente
en zonas endémicas. Se recomienda evitar areas de vegetacion densa, como hierba alta y
matorrales, donde las garrapatas y sus hospederos, como ciervos y ratones, son comunes

(Spielman 1985, Telford et al. 1993).

1.2.1.1.5.2.2 Vacunacion

Respecto a la vacunacion, se han realizado estudios en ganado y otros animales. La mayoria
de intentos se han enfocado en las babesias morfologicamente grandes como B. bovis, B.
divergens y B.bigemina, vacunas atenuadas, vacunas que usan antigenos solubles
(Montenegro-James et al., 1985) provenientes de cultivos in vitro y vacunas recombinantes

((Barriga, 1994.; Palmer & Mcelwain, 1995.; Callow et al., s.f.).
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1.2.1.2 Babesiosis caninay su riesgo zoondtico

La piroplasmosis canina es una enfermedad hemoprotozoaria severa, causada por diversas
especies de los géneros Babesia y Theileria. En particular, se han identificado
aproximadamente 100 especies del género Babesia, que afectan principalmente a animales

domésticos y ganado (Villalta & Kierszenbaum, 1988).

Aunque no se han registrado casos de babesiosis humana causados por Babesia canis o
Babesia gibsoni, otras especies como Babesia microti y Babesia divergens pueden infectar a
los perros. Babesia microti, que prevalece en Ameérica del Norte, y Babesia divergens, que
representa la principal causa de babesiosis en humanos, son capaces de infectar a los caninos,
aumentando el riesgo de exposicion humana debido a su participacion en el ciclo

epidemioldgico (Checa et al., 2019; Zahler et al., 2000).

Estas especies zoonoticas de Babesia son transmitidas por garrapatas del género Ixodes, las
cuales requieren un hospedero vertebrado para completar su ciclo de vida. La transmision
hacia los humanos puede ocurrir a través de la mordedura de garrapatas infectadas (Piesman
& Spielman, 1980), transfusiones sanguineas contaminadas o de manera transplacentaria, de
una madre infectada a su feto (Fox et al., 2006; Leiby, 2011; Lobo et al., 2013).
Principalmente, la distribucién geografica de la babesiosis humana esta vinculada a la
presencia de estos vectores competentes, lo que determina el alcance y la dispersién de la

enfermedad (Vannier & Krause, 2012).
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2. CAPITULO II: INVESTIGACION CIENTIFICA

2.1 INTRODUCCION
La babesiosis canina es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género
Babesia, los cuales infectan los glébulos rojos de los perros y son transmitidos
principalmente a través del vector garrapata (Birkenheuer et al., 2003; Oyamada et al., 2005;
Solano-Gallego et al., 2016). Esta patologia puede manifestarse en forma aguda o cronica,
con sintomas como fiebre, anemia hemolitica, letargia e ictericia, y en casos graves puede
ser fatal (Irwin, 2010). Las especies de Babesia que afectan a los caninos se clasifican segln
el tamafio de los piroplasmas observados en frotis sanguineos, formas grandes de Babesia
(Babesia canis) y formas pequefias (Babesia gibsoni, Babesia conradae, Babesia vulpes)

(Caccio et al., 2002).

En términos de salud puablica, aunque muchas especies de Babesia son especificas de sus
hospederoes, algunas poseen un potencial zoonético, como Babesia microti, que puede
infectar a humanos (Bloch et al., 2019; Hildebrandt et al., 2007; Yabsley & Shock, 2013).
Aunque las especies mas comunes en perros, como Babesia vogeli, Babesia canis, y Babesia
rossi no se consideran zoonaticas, su monitoreo y control son esenciales para la salud animal

y la comprension epidemiolégica de la babesiosis canina (Irwin, 2009).

El diagnoéstico de la babesiosis en perros se realiza cominmente mediante la observacion
microscépica de frotis sanguineos, una técnica sencilla y accesible (Yabsley & Shock, 2013).
Sin embargo, esta metodologia tiene limitaciones, especialmente en infecciones créonicas o
con bajas parasitemias, donde la cantidad de parasitos en sangre es escasa y puede pasar

desapercibida (Yabsley & Shock, 2013) En este contexto, las técnicas moleculares, son
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herramientas valiosas para detectar al patoégeno en estas fases, superando las restricciones de
los métodos seroldgicos y microscopicos (Olaya Martinez, 2015). Esto es particularmente
importante para identificar infecciones subclinicas que, de no ser tratadas, pueden actuar

como reservorios para la propagacion del parasito.

En Ecuador, la babesiosis canina ha sido escasamente explorada, a pesar de que las
condiciones climaticas, como la elevada humedad y las altas temperaturas, favorecen la
proliferacion y propagacion del vector. Segln datos del Ministerio de Salud Publica (2024)
las enfermedades transmitidas por vectores constituyen un desafio creciente, especialmente
en regiones tropicales y costeras. Sin embargo, la informacion especifica sobre la incidencia
de Babesia en perros en el pais es limitada, lo que resalta la necesidad de encaminar estudios
moleculares para caracterizar las especies presentes y comprender su dinamica

epidemioldgica (Marsch Martinez et al., 2009; Olaya Martinez, 2015).

Este proyecto tiene como propdsito principal realizar la deteccion molecular de Babesia en
muetras de sangre perros, y explorar la posibilidad de identificar las especies de este parasito
mediante secuenciamiento de amplicones utilizando le tecnologia de Oxford Nanopore. En
este trabajo se ahondara en los detalles técnicos y metodoldgicos para reflexionar acerca de
los métodos correctos para la deteccion molecular de Babesia, y las dificultades que

surgieron en relacion con la metodologia empleada durante el desarrollo del proyecto.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Muestras analizadas

Se analizaron un total de 363 muestras de sangre no coagulada de perros que se mantenian
almacenadas en el laboratorio de genémica de la USFQ. Estas muestras fueron previamente
recolectadas por otros investigadores, utilizando EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
para evitar la formacion de coagulos. Luego, las mismas muestras se almacenan a -20 °C

para asegurar su estabilidad y evitar la degradacion de material genético.

Las muestras de sangre venosa son consideradas confiables para detectar Babesia porque este
parasito infecta principalmente los globulos rojos. Este tipo de muestra permite realizar
analisis mediante técnicas moleculares, serolégicas o microscopicas con alta precision

(Béhm et al., 2006; Chatanga et al., 2021).

2.2.2 Extraccién de ADN a partir de muestras de sangre

De las 363 muestras de sangre, se extrajo ADN de 20 muestras, ya que las demas ya habian
sido previamente extraidas y almacenadas. En esta etapa del proceso basicamente se utilizd
el ADN de las muestras de sangre que fueron procesadas anteriormente. Como protocolo
general, las muestras de sangre fueron descongeladas y homogeneizadas mediante agitacion
en vortex durante 10 segundos antes de iniciar el proceso de extraccién de ADN. Para ello,
se utilizé el kit comercial PureLink® Genomic DNA, disefiado especificamente para la
extraccion de material genético de sangre nucleada o no nucleada. A continuacion, se detalla

el procedimiento de extraccion y purificacion de ADN llevado a cabo con este Kit.

Este método utiliza columnas de centrifugado para la purificacion del ADN. El primer paso

consistio en preparar un lisado a partir de sangre nucleada y no nucleada. Para ello, se
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tomaron 200 ul de sangre en un tubo de microcentrifuga estéril. En caso de usar un volumen
inferior, se ajustd hasta 200 ul con solucion PBS (solucidn salina tamponada con fosfato), tal
como indica el protocolo. Luego, se afiadieron 20 ul de proteinasa K y 20 ul de ARNasa,
mezclando brevemente con un vértex antes de incubar la muestra a temperatura ambiente
durante 2 minutos (PureLink® Genomic DNA Kits, EE. UU.). En este proceso, la proteinasa
K se usa para asegurar una lisis de células o tejidos eficiente, que conjuntamente con una
formulacién de buffer adecuada, proporciona una actividad enzimatica éptima. Ademas, la
enzima ARNasa permite la degradacion de ARN presente en la muestra, minimizando la

contaminacion de la misma (PureLink® Genomic DNA Kits, EE. UU.).

Posteriormente, se agregaron 200 pl de buffer de lisis/union que permite una mejor union de
los acidos nucleicos a la columna, y se agitd la mezcla con un vortex hasta que la solucion
fuera homogeénea. Esta mezcla se incub6 a 55 °C durante 10 minutos para favorecer la
digestion de proteinas. A continuacion, se incorporaron 200 pl de etanol al 96%-100%, lo
cual promovié la adsorcion del ADN a la membrana de silice de la columna y ayudé a
desnaturalizar proteinas y otros contaminantes. Tras un vortex rapido de 5 segundos, el lisado

estuvo listo para el siguiente paso (PureLink® Genomic DNA Kits, EE. UU.).

En la etapa de union del ADN a la membrana de silica, se cargaron 700 ul del lisado en la
columna PureLink® y se centrifug6 a 10,000 RCF durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Luego, se descarto el tubo colector y se colocé la columna en uno nuevo. La etapa de lavado
comenz6 afiadiendo 500 pl de buffer de lavado 1, que contiene sales que eliminan
contaminantes como proteinas, lipidos y otras moléculas; seguido de centrifugacién a 10,000

RCF por 1 minuto. Después, se afiadieron 500 pl de buffer de lavado 2, que contiene etanol
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y elimina restos de sales y otros contaminantes solubles en agua, centrifugando a 20,000 RCF
durante 3 minutos. Al finalizar, se descarto el tubo colector (PureLink® Genomic DNA Kits,

EE. UU.).

Para la elucién del ADN que en este punto se encuentra unido a la membrana de silica, la
columna se colocé en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se afiadieron 100 pl de buffer
de elucion PureLink®, incubando a temperatura ambiente durante 1 minuto, seguido de una
centrifugacion a 20,000 RCF por 1 minuto. Este paso se repitid afiadiendo nuevamente 100
ul de buffer de elucion, centrifugando por 1.5 minutos. Al terminar, se recuperd el ADN

purificado en el tubo, descartando la columna (PureLink® Genomic DNA Kits, EE. UU.).

Finalmente, para preservar la integridad del ADN, se recomienda su almacenamiento a -20
°C para uso a largo plazo. Si se requiere un uso inmediato, puede conservarse a 4 °C para
evitar ciclos de congelacion y descongelacion, que podrian degradar el material genético y
disminuir su calidad. Alternativamente, se pueden preparar alicuotas para un manejo mas

eficiente y evitar degradacion (PureLink® Genomic DNA Kits, EE. UU.).

2.2.3 Deteccion molecular de -actina en muestras de sangre

Una vez completada la extraccion de ADN de las muestras de sangre de caninos, se procede
a realizar una PCR convencional para amplificar el gen de B-actina. Este gen es ampliamente
utilizado como gen de referencia en estudios moleculares, ya que actia como un control
interno en las reacciones de PCR, asegurando que el sistema de amplificacion funcione de
manera oOptima. En esta investigacion, la eleccion de este gen esta respaldada por
investigaciones previas (Peleg et al., 2010), y su uso en este estudio se realizo siguiendo

protocolos establecidos, como el descrito por Hopwood et al. (1999).
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Esta PCR convencional usa primers especificos disefiados para la amplificacion de un
fragmento del gen que codifica para la f-actina. Ademas, la amplificacion del gen se realiza
utilizando la ADN polimerasa proporcionada por Promega; y se lleva a cabo en un volumen
de reaccion de 10 pl que contenia 0.05 ul de tag polimerasa Promega, 0.5 pl de cada cebador,
sentido y antisentido, 2.5 ul de buffer verde de reaccion Promega, 0.75 pl de cloruro de
magnesio (MgCl>), 0.25 pl de desoxirribonucleotidos, 1 ul de ADN molde y 4.45 pl de agua
ultrapura para biologia molecular. En caso del control negativo, no se afiadi6 ADN molde.
Las condiciones usadas en el termociclador para el proceso de amplificacion, fueron las

siguientes (ver Tabla 1):

Paso Temperatura  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1X
Desnaturalizacion 95°C 30 seg

Hibridacién 45°C 50 seg 35X
Extension 72°C 1 min/Kb

Extension final 72°C 5 min 1X

Tabla 1. Programay condiciones del termociclador para la amplificacion del gen B-actina en muestras de sangre

de caninos

Por otra parte, la amplificacion del gen B-actina también se utilizo para la practica y
entrenamiento en PCRs convencionales, basadas en el andlisis de cinco foliculos capilares
distintos, sin poner en riesgo las muestras de sangre canina. Esta implementacion al estudio
no solo sirvidé para garantizar la confiabilidad del sistema de PCR, sino también para
desarrollar y perfeccionar las habilidades técnicas necesarias para ejecutar procedimientos
de deteccion molecular, como la preparacion y realizacion de PCR convencionales. Este

proceso previo fue crucial para asegurar un dominio técnico adecuado antes de analizar las
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muestras de sangre de los caninos. Ademas, trabajar inicialmente con este procedimiento,
permitié minimizar errores técnicos en las etapas de amplificacién, reduciendo el riesgo de

obtener resultados falsos positivos o negativos en las muestras objetivo.

2.2.4 Deteccion molecular de Babesia spp.

Durante el desarrollo de la metodologia, el procesamiento de las muestras se enfoco en la
deteccion molecular de Babesia. Para ello, se llevd a cabo la amplificacion de un fragmento
especifico del gen 18S ARNr, con una longitud de 942 pb, lo que permitié confirmar la

presencia de Babesia spp. en las muestras de sangre de los perros analizados.

El andlisis por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la primera prueba y deteccion
de Babesia spp. se realiz6 utilizando un kit comercial y optimizado disponible (AccuPower®
Babesia, Republica de Corea). El kit AccuPower® Babesia PCR es capaz de detectar 17
especies del género Babesia en sangre de animales infectados con este hemoparasito,
proporcionando una alta sensibilidad hasta el limite de deteccidén de 10 copias de Babesia
ovate. Este kit se empled como herramienta para la primera prueba molecular y deteccion

molecular de Babesia en muestras de sangre de perros.

El kit AccuPower® Babesia PCR se utilizo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
para detectar un fragmento de 942 pb correspondiente al gen 18S ARNr del hemoparasito.
Cada tubo de reaccion del kit contiene una mezcla liofilizada con los componentes esenciales
para la PCR, como ADN polimerasa, dNTPs (desoxirribonucleotidos), secuencias de
cebadores, buffer de reaccion, cloruro de magnesio, y agentes estabilizantes y de liofilizacion

(AccuPower® Babesia, Republica de Corea).
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En este proceso, no se utilizd6 DEPC (agua de dietilpirocabonato), que actia como
estabilizador y ayuda a eliminar nucleasas como ARNasas, ya que los reactivos del kit estan
libres de estos contaminantes. Ademas, se tomaron precauciones en el manejo de las muestras
y en el uso de condiciones controladas durante los experimentos. En contraste, para cada
muestra se afladié 20 pl de agua ultrapura. En el caso del control negativo, solamente se
afiadié 20 ul de agua ultrapura a cada uno de los tubos de premix de PCR. Posteriormente,
se afiadio 2 pl del ADN de la muestra de sangre a cada tubo, y para el tubo de premix del
control positivo, se incorporaron 2 pl de control positivo de ADN de Babesia diluido 1:10

(AccuPower® Babesia, Republica de Corea).

La deteccion molecular de Babesia spp.. se lleva a cabo utilizando PCR convencional,
enfocada en la presencia o ausencia de un fragmento de 942 pb que representa un segmento
del gen 18S ARNr (Gano et al., 2024). Este proceso de deteccion molecular identifica varias
especies del género Babesia, y el procedimiento y su funcion se basan en el kit AccuPower®
Babesia PCR de Bioneer, que es capaz de detectar hasta 17 especies de Babesia, incluyendo
(Babesia bennetti, Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia caballi, Babesia canis, Babesia
crassa, Babesia conradae, Babesia divergens, Babesia gibsoni, Babesia lengau, Babesia
major, Babesia matasi, Babesia occultans, Babesia odocoilei, Babesia ovata, Babesia ovis,

Babesia rodhani) (AccuPower® Babesia, Republica de Corea).

En esta PCR convencional, se utilizan primers disefiados para su region diana respectiva
(BAB115-F y BAB115-R), descritos por Cho et al. (2016). Las secuencias de dichos primers
se detallan en el kit AccuPower® Babesia PCR de Bioneer (Gano et al., 2024) (AccuPower®

Babesia, Republica de Corea).
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La deteccién molecular de Babesia spp. se realiz6 utilizando la polimerasa de ADN Taq
Platinum® (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). La amplificacion por PCR se llevo a cabo
en un volumen de reaccion de 10 pl, en donde se usaron los siguientes reactivos con
concentraciones en especifico: 0.45U de Taq Platinum ADN polimerasa, 0.4 uM de cada
cebador sentido y antisentido, buffer de reaccién a concentracion 1X, 2 mM de cloruro de
magnesio, 0.2 mM de desoxirribonucleétidos. Asimismo, el volumen de ADN molde fue de
1 ply 6.5 ul de agua ultrapura para biologia molecular. No se afiadi6 ADN molde al tubo de
control negativo. De manera similar, para el control positivo, se afiadio 1 pl de ADN de
muestras positivas o controles positivos para Babesia spp. incluidos en el kit AccuPower®
Babesia PCR de Bioneer (AccuPower® Babesia, Republica de Corea). Las condiciones de

termociclador para las reacciones de amplificacién se muestran en la Tabla 2.

Paso Temperatura  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 min 1X
Desnaturalizacion 94°C 30 seg

Hibridacion 55°C 1 min 35X
Extension 72°C 1 min/Kb

Extension final 72°C 5 min 1X

Tabla 2. Programa y condiciones del termociclador para la deteccidn molecular de Babesia spp. a partir de

PCRs

2.2.4.1.1 Electroforesis en gel de agarosa para visualizar los fragmentos de ADN de
Babesia spp. amplificados

Se generaron aproximadamente 10 pl de amplicones. Los amplicones generados por la

reaccién en cadena de la polimerasa se visualizaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1.5% de grado molecular, debido al tamafio del fragmento de ADN de Babesia a
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detectar (942 pb), la cuél es una concentracion ideal para fragmentos de tamafio mediano. Se
utilizaron 4 pl de amplicon y 1 pl de BlueJuice™ loading gel buffer (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.). Las condiciones del proceso de corrida del gel se ajustaron a un lapso

de tiempo de 50 minutos y a una tension y voltaje correspondiente al00V.

2.2.4.1.2 Ensayo de secuenciamiento de amplicones utilizando la tecnologia Oxford
Nanopore para identificar especies de Babesia

Las cinco muestras de sangre que resultaron positivos para la deteccion molecular de Babesia

spp. fueron seleccionadas para procedimientos de secuenciacién mediante Oxford Nanopore

Technologies.

El proceso de secuenciacion comienza con la preparacion de bibliotecas, donde se
acondicionan los extremos del ADN para facilitar la adhesion de adaptadores y cédigos de
barras (barcodes) correspondientes. Para este procedimiento se utilizaron los reactivos del kit
"NEBNext Ultra Il End Repair / dA-tailing™. Cada tubo de PCR contenia 200 fmol de ADN
por muestra, 1 pl de control de ADN previamente diluido, 1.75 pl de Buffer de Reaccion
Ultra 1l End-prep y 0.75 pl del mix de enzimas Ultra Il End-prep (Oxford Nanopore

Technology, EE. UU.).

Tras la incubacion de esta mezcla a 20 °C y 65 °C durante cinco minutos, los amplicones
fueron purificados usando perlas magnéticas AMPure XP, las cuales se resuspendieron
mediante vortex. Se afiadieron 15 pl de perlas magnéticas AMPure XP a cada tubo con el
mix de preparacion de extremos de ADN vy se incubaron a temperatura ambiente por cinco

minutos. Después, los tubos fueron centrifugados para formar un pellet de perlas magnéticas,



47

el cual se coloco en un rack magnético para pipetear el sobrenadante (Oxford Nanopore

Technology, EE. UU.).

Los beads se lavaron con 200 pl de etanol al 80%, asegurandose de no perturbar el pellet, y
se descartaron los residuos de etanol, conservando el pellet. Luego, los tubos se retiraron del
rack magnético y el pellet fue resuspendido en 10 pl de agua libre de nucleasas. Tras una
breve centrifugacion, se incubd por dos minutos a temperatura ambiente (Oxford Nanopore

Technology, EE. UU.).

Es asi que, las perlas magnéticas AMPure XP funcionan mediante un mecanismo de afinidad
que permite separar fragmentos de ADN en funcion de su tamafio, logrando purificar el ADN
y separarlo de cddigos de barras no ligados, fragmentos de ADN cortos y otros reactivos que
podrian interferir en pasos posteriores del proceso de secuenciacion (Beckman Coulter, EE.

uu.).

Los amplicones fueron cuantificados con el kit Qubit™ 1X dsDNA High Sensitivity Kit
(Thermo Scientific, Invitrogen, EE. UU.). Posteriormente, para asegurar que todos los
amplicones fueran secuenciados de manera uniforme y garantizar la calidad y precision de
los resultados, estas muestras se normalizaron a concentraciones de 20 ng/ul (Oxford

Nanopore Technology, EE. UU.).

La preparacion de la biblioteca se baso en el Oxford Nanopore Native Barcoding Kit 96 V14
(SQK-NBD114-96) y el Ligation Sequencing Kit LSK-109, que usa un enfoque basado en
ligacion para unir adaptadores especificos a los extremos de las moléculas de acidos

nucleicos, permitiendo que sean reconocidas por los poros de la plataforma de secuenciacion.
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Oxford Nanopore Native Barcoding Kit 96 V14 fue disefiado para etiquetar multiples
muestras con codigos de barras especificos, lo que posibilita una secuenciaciéon simultanea.
Por otra parte, el Ligation Barcoding Kit se utiliz6 para realizar un proceso de secuenciacion

multiple en una sola celda de flujo, permitiendo analizar varias muestras a la vez.

Este kit asigna identificadores Unicos, conocidos como cédigos de barras moleculares, a cada
una de las muestras positivas para Babesia. De esta manera, cada secuencia generada durante
la secuenciacion puede ser rastreada y asociada con su muestra de origen, asegurando una
identificacion precisa y eficiente dentro del mismo experimento (Oxford Nanopore
Technology, EE. UU.). Finalmente, se colocaron 200 fmol, aproximadamente 11.5 pul de

amplicén, en una celda de flujo FLO-MIN114 R.10 en el secuenciador GridlON GXB04074.

Las lecturas generadas se procesaron con el software MinKNOW 24.02.16, el mismo que
controla el dispositivo de secuenciacion por nanoporos, recopilando datos de secuenciacion

en tiempo real (Oxford Nanopore Technology, EE. UU.).

Posteriormente, las secuencias demultiplexadas fueron analizadas con la herramienta
Amplicon Sorter® (Oxford Nanopore Technology, EE. UU.), que es capaz de generar
secuencias consenso, dependiendo de los parametros especificados al inicio del andlisis. El
principio de la herramienta se basa en la clasificacion y reorganizacion de los amplicones
segun su similitud y longitud con las secuencias de referencia. Considerando el tamafio del
gen de interés utilizado para detectar Babesia spp., los parametros utilizados para generar
secuencias consenso en la familia Babesiidae fueron diferentes para cada barcode obtenido

(Oxford Nanopore Technology, EE. UU.).
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2.2.4.1.3 Uso de TABLET®, MEGA versién 11.0 para analisis de secuencias obtenidas
Usando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), las secuencias
consenso generadas, se compararon con secuencias importadas a bases de datos como

GenBank de NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2016).

S utilizé el software TABLET® (James Hutton Institute, 2021), que permite cargar datos
generados por una plataforma de secuenciacion (en formatos BAM o SAM) y visualizar
cémo las secuencias obtenidas se alinean con un genoma de referencia de Babesia canis
canis, en este caso. La plataforma TABLET® permite observar y analizar de manera mas
grafica qué partes de las lecturas secuenciadas de los amplicones pueden alinearse y coincidir

adecuadamente con el genoma de referencia de Babesia.

Las secuencias positivas para Babesia spp. con la presencia del fragmento del gen 18S ARNr
fueron comparadas y alineadas con secuencias obtenidas de la base de datos GenBank de
NCBI. El alineamiento de secuencias se realiz6 utilizando el software MEGA version 11.0 y
la herramienta CLUSTAL W. La construccion del arbol filogenético y el analisis de distancia
evolutiva se llevaron a cabo utilizando el algoritmo de Maxima Verosimilitud (ML), que
describe un modelo de sustitucion de nucledtidos y se considera un método muy preciso al

tener en cuenta la probabilidad de mutaciones o anomalias en el modelo evolutivo.

2.3 RESULTADOS OBTENIDOS

2.3.1 PCR utilizando los cebadores especificos que amplifican un fragmento del 18S
ARNr de Babesia
Un total de 363 muestras de sangre canina fueron analizadas utilizando el PCR para la

deteccion de Babesia spp., especificamente mediante la amplificacion de un fragmento de la



50

secuencia que codifica para el gen 18S ARNr. De estas, 28 (7.70%) muestras mostraron una
amplificacion positiva para Babesia spp., indicando la presencia del fragmento de 942 pb
perteneciente al gen 18S ARNr. Entre ellos, el amplicon G079 es el que presenta la banda
maés clara de este fragmento, siendo una referencia adecuada de un amplicon positivo para

Babesia spp. (ver Figura 1).

Por otra parte, los geles de electroforesis de algunas muestras posiblemente positivas revelan
2 bandas claras, una de ellas que presenta un tamario de aproximadamente 1000 pb y la otra
que presenta un tamafio de 500 pb, como se muestra en el amplicon 77 (ver Figura 1). Estas
bandas podrian 0 no pertenecer a especies de Babesia, y es por esto que se decide analizar

este factor en procedimientos posteriores.

L C+ C- G076 G077 G078 G079 G080 G081 G082 G083

1200 pb

800 pb
700 pb
600 pb

400 pb
350 pb
300 pb
250 pb

150 pb
100 pb

50 pb

Figura 1. Gel de electroforesis 1 de PCR convencional para la deteccion molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. EIl primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una banda
de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNr. El carril 76 tiene

2 bandas, en 500 y 1000 pb. El carril 77 tiene bandas de 500 pb, 600 pb y 1000 pb. El carril 79, perteneciente a
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la muestra GO79 refleja una banda clara, que representa el fragmento de 942 pb deseado. El carril 80 muestra

bandas en 500 pb y 100 pb. Finalmente, el carril 82 refleja dos bandas, en 500 pb y 100 pb.
Posteriormente, las deméas muestras que fueron consideradas positivas (V9C, V12, V15D,
V15C, V8B, V9B, V9D, V13), reflejan algunas bandas de intensidad variable, lo que podria

sefialar diferencias en la concentracion inicial de ADN o en la eficiencia de la amplificacion

(ver Fig. 2).

L C+ C- S20A T7 VISD G077 V12 VIC G082 J10 V15C VIB V59D

1500 pb
1200 pb
1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
450 pb
400 pb
350 pb
300 pb
250 pb
200 pb

150 pb
100 pb

50 pb

Figura 2. Gel de electroforesis 2 de PCR convencional para la deteccion molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. El primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una banda
de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNr. Varias muestras
presentan bandas en la posicion esperada, indicando resultados positivos, mientras que el carril control negativo

(C-) no muestra amplificacidn, confirmando ausencia de contaminacion.

Otro grupo de muestras consideradas positivas, pertenecen a G095, G096 y G097, las cuales

amplifican una banda clara, justamente en el tamafo del gen 18S ARNr deseado (ver Fig.3).
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L YP44 C+ C- G101 G095 G100 G094 G097 GO86 G099 G096 G092 G098

1500 pb

1200 pb
1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
150 pb
100 pb
50 pb

Figura 3. Gel de electroforesis 3 de PCR convencional para la deteccién molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. EI primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una banda
de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNr. El carril G095,
que pertenece a la muestra G095 tiene una banda en 942 pb. El carril G097, que representa a la muestra G097
tiene una sola banda 942 pb. El carril G096, perteneciente a la muestra G096 refleja una banda clara, que
representa el fragmento de 942 pb deseado. Mientras que el carril control negativo (C-) no muestra

amplificacion, confirmando ausencia de contaminacién.

Adicionalmente, otro grupo de muestras positivas como S20A y V59 reflejan una banda muy
tenue, con respecto al control positivo (C+) (Ver Fig 4. y Fig 5.).

L C+ C- V3A  S20A S22B S23B S35 S38A S38B  S39  S43 S44

1500 pb
1200 pb
1000 pb
900 pb
300 pb
700 pb

600 pb
500 pb
450 pb
400 pb
350 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb
50 pb
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Figura 4. Gel de electroforesis 4 de PCR convencional para la deteccién molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. A) El primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una
banda de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNTr. El carril
S20A, que pertenece a la muestra S20A tiene una banda en 942 pb muy tenue y casi indistinguible, pero que

podria resultar positiva para Babesia spp.

L C+ C- V67 V36D J40 S37 V69A V59 S21B V20B J39 Vol

1500 ph
1200 ph
1000 ph
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 ph
430 ph
400 pb
330 pb
300 pb
250 pb
200 ph
150 pb

100 pb

Figura 5. Gel de electroforesis 5 de PCR convencional para la deteccién molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. EIl primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una banda
de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNr. El carril V59
también muestra una banda muy tenue en el tamafio del fragmento del gen de interés. Mientras que el carril

control negativo (C-) no muestra amplificacion, confirmando ausencia de contaminacion.

Finalmente, también se considera positiva la muestra T7A, que, a pesar de presentar bandas
inespecificas, refleja una banda clara en el tamarfio del fragmento de 18S ARNr deseado (ver

Fig. 6).
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L C+ C- T2 T4 TS T7 T8 Ti0 Ti1 N2 N3 N9

1500 pb
1200 pb
1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
150 pb
100 pb
50 ph

Figura 6. Gel de electroforesis 6 de PCR convencional para la deteccién molecular de Babesia spp. en
muestras de sangre canina. El primer carril (L) representa el Ladder abm® de 100 pb. Se observa una banda
de 942 pb en el carril control positivo (C+), correspondiente al fragmento del gen 18S ARNr. El carril T7A, que
pertenece a la muestra T7A tiene una banda en 942 pb muy clara y distinguible, a pesar de presentar mas bandas
inespecificas. Mientras que el carril control negativo (C-) no muestra amplificacion, confirmando ausencia de

contaminacion.

Representacion general de muestras
positivas para Babesia spp.

M Positivos M Negativos
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2.3.2 Ensayo de secuenciamiento de amplicones e identificacion de Babesia spp.

De las 28 muestras catalogadas como positivas por técnicas de PCR, se secuenciaron
amplicones de 5 muestras. Los amplicones obtenidos de las muestras G076, G077, G079,
G080, G082, correspondientes a los barcodes 29, 30, 31, 32 y 33; fueron seleccionados por
presentar bandas claras en el fragmento de 942 pb del gen 18S ARNr. Debido a esto, fueron
considerados Optimos para el proceso de secuenciamiento (ver Fig.1). De los cinco
amplicones secuenciados, el amplicon G079 (barcode 31) es el Unico que generd una
secuencia consenso, teniendo una similitud de 100% con Babesia canis vogeli, siendo
positivo para Babesia spp. (ver Figura 7). Por el contrario, el resto de amplicones no

representaban la presencia del hemoparésito.

2.3.2.1 Anélisis de amplicones positivos en la herramienta Amplicon Sorter

La secuencia generada por el amplicon G079 fue capaz de generar una secuencia consenso,
perteneciendo a la muestra G079. Este hecho fue analizado més a detalle con el Amplicon
Sorter y su herramienta de histogramas. En los histogramas, el patron de distribucion de
tamafios de fragmentos representa como se distribuyen las longitudes de las lecturas
obtenidas en el experimento y permiten evaluar si las lecturas obtenidas corresponden a la
longitud esperada. De esta manera se observa que en los barcodes 29, 30, 32 y 33 existe un
numero insuficiente de lecturas en el rango de tamafio de interés (900-1000 pb), es decir, la
cantidad de reads obtenidos no alcanza la cobertura minima necesaria para generar una
secuencia consenso confiable. Cuando la cobertura es menor a 10x-15x e impide la
correccion de errores y la reconstruccién precisa del fragmento, se genera un numero
insuficiente de lecturas (Oxford Nanopore Technologies, 2024). Por el contrario, una

cobertura suficiente suele estar en el rango de 30x-50x, lo que permite la generacion de una
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secuencia consenso fiable (Oxford Nanopore Technologies, 2024) Debido a esta baja
cobertura en los barcodes mencionados, no se generan secuencias consenso de los mismos

(ver Figura 7).

A diferencia de otros barcodes, el barcode 31 mostré una distribucion de tamafios de lecturas
que favorecio la construccion de una secuencia consenso confiable. La cantidad y calidad de
lecturas dentro del rango esperado permitié una reconstruccion precisa del fragmento de 942
pb del gen 18S ARNr, minimizando el impacto de errores de secuenciacion. En la Figura 8,
se observa como la distribucion de longitudes de lecturas en el barcode 31 difiere de los

restantes, mostrando una mayor concentracién en el intervalo adecuado.

Ademas, la distribucion en color verde revela que una gran cantidad de lecturas corresponden
a fragmentos menores a 1 kb, lo que puede representar un desafio en la generacién del
consenso. La predominancia de lecturas cortas en algunos barcodes podria explicar la

dificultad en la reconstruccion de la secuencia.

Para complementar el analisis es necesario estudiar los valores de N50 de cada histograma.
El N50 es una métrica utilizada en secuenciacion para evaluar la calidad y distribucion de las
longitudes de lectura. En este caso, el valor N50 de 0.9 kb indica que al menos la mitad de
las bases secuenciadas provienen de lecturas en el rango adecuado (942 pb), lo que favoreci6
la obtencidn de una secuencia consenso en el barcode 31; a diferencia de los demés barcodes

que presentaron valores N50 de 0.6 kb, 0.5 kb y 0.1 kb.
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Figura 7. Generacion de histogramas en muestras positivas para Babesia spp., mediante la herramienta

Amplicon Sorter. El eje de las X del histograma al nimero de lecturas generado, y al logaritmo del nimero

de lecturas generado. El eje de las Y la longitud de las lecturas, en kilobases. Cada histograma presenta

parametros como el numero total de lecturas, el rango de tamafio del fragmento del gen en pb que se desea

analiza, N50 o pardmetro de calidad y la longitud maxima alcanzada por las lecturas generadas. Las frecuencias

de color verde representan la frecuencia y nimero de lecturas que pertenecen al tamarfio del fragmento del gen

18S ARNr deseado. Las lineas de color rojo entrecortadas representan los parametros de limites superior o
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inferior establecidos en los requerimientos. A) Barcode 29, rango de tamafio 900-1000 pb B) Barcode 30, 900-

1000 pbh. C) Barcode 31, 1000-9000 pb. D) Barcode 32, 900-1000 pb. E) Barcode 33, 900-1000 pb.

En la muestra GO76 (barcode 29), las amplificaciones revelaron dos bandas claras: la primera
entre 900-1000 pb y la segunda en un rango de 400-600 pb. Se generaron 9443 lecturas en
total, de las cuales 1976 lecturas correspondieron a la banda de 500 pb y solo 37 lecturas a la
banda de 1000 pb. En ambos casos, el nimero de lecturas fue insuficiente para generar una
secuencia consenso, lo que indica que la muestra G076 no resulto positiva para Babesia spp.
Al no contar con una secuencia consenso, se realizé un andlisis individual de las lecturas, en
el que se aclar6 que la banda de aproximadamente 1000 pb pertenecia ADN del hospedero,
organismo Canis familiaris (ver Fig. 8). En cambio, las bandas de 500 pb fueron producto de

una contaminacion y se identificaron como Leptospira interrogans.
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Figura 8. Generacion de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 29. A) Barcode 29, rango de

tamarfio 400-600 pb. B) Barcode 29, 900-1000 pb
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En la muestra G077 (barcode 30), se observaron las mismas dos bandas. Se obtuvieron 377
795 lecturas en total, de las cuales 13 633 lecturas correspondieron a la banda de 500 pb. En
este caso, se generd una secuencia consenso Optima para el analisis, y al utilizar la
herramienta BLAST del NCBI, los resultados apuntaron a Leptospira spp. Esto sugiere una
contaminacion en la herramienta de secuenciacion o en la Flow cell utilizado durante el
procedimiento (ver Fig 9). En cambio, en el rango de 900-1000 pb se obtuvieron 37 lecturas

que pertenecieron a ADN del hospedero, organismo Canis familiaris.
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Figura 9. Generacién de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 30. A) Barcode 30, rango de

tamafio 400-600 pb. B) Barcode 30, 900-1000 pb.

En la muestra G080 (barcode 32), las bandas observadas coincidieron con los rangos
previamente mencionados. Se generaron 100 948 lecturas en total, con 2573 lecturas

correspondientes a la banda de 500 pb y 33 lecturas a la banda de 1000 pb. Para la banda de



60

500 pb, la herramienta Amplicon Sorter logré generar una secuencia consenso que, tras un
analisis con BLAST del NCBI, también indicé contaminacién por Leptospira interrogans.
Por otro lado, para la banda de aproximadamente 1000 pb se logro identificar como ADN del

hospedero, siendo este Canis familiaris (ver Fig 10.).
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Figura 10. Generacion de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 32. A) Barcode 32, rango de

tamafio 400-600 pb. B) Barcode 32, 900-1000 pb.

Por dltimo, en la muestra G082 (barcode 33), se identificaron dos bandas de tamafios
diferentes: una alrededor de 1000 pb y otra en un rango de 600700 pb. Se generaron 56 172
lecturas, de las cuales 41 lecturas correspondieron a la banda de 1000 pb y 453 lecturas a la
banda de 600 pb. Al igual que en la muestra G076, el numero de lecturas no fue suficiente
para generar una secuencia consenso, lo que indica que la muestra G082 no resulté positiva

para Babesia spp. (Ver Fig 11). De igual manera que en el resto de muestras, la banda de 500
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pb se identific6 como contaminacidn por Leptospira interrogas, mientras que la banda de

1000 pb se identifico como ADN del hospedero, Canis familiaris.
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Figura 11. Generacion de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 33. A) Barcode 33, rango de

tamafio 400-600 pb. B) Barcode 33, 900-1000 pb.

2.3.2.2 Software Tablet Viewer ®

Para el andlisis de los alineamientos de las secuencias obtenidas se utilizé el software Tablet

Viewer® (James Hutton Institute, 2021), que es una herramienta de visualizacién altamente

grafica disefiada para explorar datos genémicos y transcriptdmicos, y analizar ensamblajes y

alineamientos basados en secuenciamiento de préxima generacion. Este software fue usado

con el propdsito especifico de verificar si los de fragmentos obtenidos para cada barcode, con

un tamafio dentro del rango esperado de 942 pb, que corresponde al gen de interés utilizado

para la deteccion de Babesia, efectivamente coincidian con secuencias de Babesia spp.
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Por secuenciamiento y analisis de las secuencias con BLAST® se puede observar que todos

los amplicones analizados, excepto uno, pertenecen a un microorganismo totalmente

diferente.
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Figura 12. Resultados del BLAST con las secuencias consenso generadas con el fragmento 500 pb en la

muestra GO77. A) La secuencia mostré una identidad del 100% (411/411 pb) sin gaps con el cromosoma |

completo de Leptospira interrogans cepa Salinem (Accession ID: CP130644.1). El alineamiento presenta un

E-value de 0.0, indicando una coincidencia altamente significativa. Estos resultados sugieren la presencia de

contaminacion con Leptospira interrogans en la muestra, en lugar de la deteccidn esperada de Babesia spp. B)

Visualizacion del alineamiento de BLASTN de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 500

pb en la muestra GO77 contra el cromosoma | completo de Leptospira interrogans cepa Salinem (Accession
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ID: CP130644.1). La region alineada esté representada en color rojo, indicando una coincidencia exacta dentro
de la secuencia de referencia. La ubicacion del alineamiento se encuentra entre las posiciones 3,558,658 -
3,558,851 en el genoma de Leptospira interrogans. Estos resultados confirman que la secuencia analizada
corresponde a Leptospira interrogans, sugiriendo contaminacion en la muestra o una amplificacion inespecifica

en la PCR, en lugar de la deteccion esperada de Babesia spp.

A) Leptospira interrogans strain 16414.47 preprotein translocase subunit SecY (secY) gene, partial cds
Sequence ID: KY357064.1 Length: 528 Number of Matches: 1
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Figura 13. Resultados del BLAST con las secuencias consenso generadas con el fragmento 500 pb muestra
G080. A) Alineamiento de BLASTn de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 500 pb en la
muestra G080 contra el gen SecY (proprotein translocase subunit SecY), parcialmente completo, de Leptospira
interrogans cepa 16414.47 (Accession I1D: KY357064.1). El alineamiento muestra una coincidencia del 99%
(405/407) con la secuencia de referencia, con una longitud total de 528 pb. El E-value de 0.0 y la identidad de

secuencia del 99% indican una alta especificidad en la comparacion, lo que confirma que el fragmento
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secuenciado corresponde a Leptospira interrogans, sugiriendo contaminacion por esta bacteria en la muestra
analizada. B) Visualizacion del alineamiento de BLASTn de la secuencia consenso generada a partir del
fragmento de 500 pb en la muestra G080 contra el gen SecY (proprotein translocase subunit SecY) de Leptospira
interrogans cepa 16414.47 (Accession 1D: KY357064.1). El alineamiento muestra una coincidencia del 99%
(405/407) con la secuencia de referencia, representada en color rojo en la parte inferior, que abarca el fragmento
secuenciado entre las posiciones 1-449. Este resultado confirma la presencia de contaminacién con Leptospira
interrogans en la muestra.
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Figura 14. Resultados del BLAST para las lecturas con un tamafio de 1000 pb de la muestra G076 y
G082. A) Alineamiento de BLASTN de las secuencias consenso generadas a partir de los reads de 1000 pb en
las muestras G076 y G082, contra la secuencia completa de Canis familiaris (perro) (Accession ID:
AC205952.8). El alineamiento muestra una coincidencia del 94% (1065/1131) entre las secuencias consultadas
(query) y la secuencia de referencia de Canis familiaris, con un E-value de 0.0, lo que indica una coincidencia

significativa. Estos resultados sugieren que las muestras G076 y G082 pueden contener secuencias asociadas a
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Canis familiaris, lo que podria indicar la presencia de ADN del hospedero en los fragmentos analizados. B)
Visualizacion del alineamiento de BLASTn de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 1000
pb en la muestra G076 y G082 con la secuencia completa de Canis familiaris (Accession ID: AC205952.8). El
alineamiento muestra una coincidencia del 94% (1065/1131) con la secuencia de referencia, representada en

color gris en la parte inferior, que abarca el fragmento secuenciado.

Babesia vogeli gene for 185 ribosomal RNA, partial sequence, clone: MoM19
Sequence ID: LC331058.1 Length: 1429 Number of Matches: 1
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Srpect teenaae =T Seranc
1748 bits(346) 0.0 546/946(100%) 0/546(0%) Plus/Minus
Query 1 TCACTCCACCAMCTAAGAACGGC CATGCACCACCACCCAAAGAATCAAGARAGAGCTATC &8

N R N eyl
Shict 1882 TCACTCCACCAACTAAGAACGECCATGCACCACCACCCAAAGAATCAAGARAGAGCTATC 1623
Query 61  AATCTGTCAATCCTACCETTTETCTGEACCTGETGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCARATTA 120

Sbjct 1822 AATCTGTCAATCCTACCGTTTGTCTGGACCTGGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTA 963

Query 121  AGCCGCAGGCTCCACGOCTGETGGTGLCCTTCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCCTTGE 188
LELLLULLLEL LR LR LR EET ]

Skjet 062  AGCCGCAGGCTCCACGOCTGETGETGLCCTTCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCCTTGE 903

Query 181  GACCATACTCCCCCCAGAACCCAMAGACTTTGATTTCTCTCAAGTTCCTGAAGGGGTCAG 248

Sbjct 982 GACCATACTCCCCCCAGAACCCAMAGACTTTGATTTCTCTCAAGTTCCTGAAGGGGTCAG 843
Query 241  CAMAACGACGACCTCCAMTCACTAGTCGGCATGGTTTATGGTTAGGACTACGACGGTATC 386

SbJCt B4l  CAAAACGACGACCTCCAMTCACTAGTCGGCATGGTTTATGGTTAGGACTACGACGGTATC 783

Query 381 M-\'CCTCT'CG-\TCCCCTaJﬁTT'CGTTCTTGA'TMTGGMACGTCC“GGCQMTGC 168

Sbjet 781  TGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGGAMACGTCCTTGGCAAATGE 723

Query 361  TTTCGCAGTAGTTCGTCTTTAMCAAATCTAAGAATTTCACCTCTGACAGTTAAATACGAR 428

LLLLELELEE LR EEE L DL EL LR i i i i -
Shjet 722 TTTCGCAGTAGTTCGTCTTTAACAAATCTAAGAATTTCACCTCTGACAGTTAAATACGAA 663 Babesia vogeli gene for 185 ribosomal RNA, partial sequence, clone: Mol19
GenBank LC321058 1
Query 421  TGCCCCCAACCGTTCCTATTAMCCATTACTAACGTTCAATAACCAACAAAATAGAACCAA 488 Genns £asia
ILLLELELEEELEEEL LR LR LD LR RV LEE L] ik To Tris View | Feedback
SbjEl 662  TGLCCCCAACCGTTCCTATTAACCATTACTAAGGTTCAATAACCAACARAATAGAACCAR 603 .
—)

Query 481  AGTCCTACTCTATTATTCCATGCTGAAGTATTCAAGACAAAAGTCTGCTTGAAACACTCT 548

. LLLLLL R LR LR LR L L L ELELEELELTEET L] R 2 tesaosha « | Fod v asia Qmes
Skjet 682  AGTCCTACTCTATTATTCCATGLTGAAGTATTCAAGACAARAGTCTGCTTGAAACACTCT 543 ™ e e w  lw e = =
Query 541  AATTTTETC acccassagogaactcgasaaagccazacgaatge 608
I AN L0
Sbjct 542 AATTTTCTCAAAGTAAMMAGGGAMAACCCAAAAGCGAACTCGAAMAAGCCAAACGAATGE 483 x
o v w == I oo o 1o i
Query 601 22 ACGCTARAATTCAACTACGAGC TTTTTAACTGCAACAAGTTTAATATAC 660 LCESSL: 50K (1,040 )  Trecsshown: 27

taaactegaachli
LEECELETEEEECEEE R EE PR EELE LR et
Shjet 482  CAAACTCGAACACGCTAMAATTCAACTACGAGCTTTTTAACTGLAACAAGTTTAATATAC 423

Query 661 ﬁTrﬁu-\uﬂuuaf‘r‘r-\cfﬁGuﬂ?c'?ﬁAcﬁ?ac"ﬁcccﬁcAA'lr'i'Gc'T\l:rc 728

Shjct 422  GLTATTGGAGCTGGAATTACCGLGGLTGLTGGCACCAGACTTGLLCTCLAATTGLTACTC 363
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Sbjct 362  TGGTGAGGGTTTGGGTCACCATCATTCCAATTACAAGACATTAGCCCTGTATTGITATTT 383

Query 781  CTTGTCACTACCTCCCTGTGTCAGGATTGGETAATTTGEGCGECTECTGECTTCCTTAGE 846

Sbjct 382 CTTGTCACTACCTCCCTETGTCAGGATTGGGTAATTTGLGCGCCTGCTGCCTTCCTTAGA 243

Query 841  TGTGETAGLCGTCTCTCAGGCTCCCTETCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTACCCGT 986

Sbjet 241 TGTGETAGCCGTCTCTCAGGETCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTACCCGT 183
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Figura 15. Resultados del BLAST con las secuencias consenso generadas en la muestra G079. A)
Alineamiento de BLASTn de las secuencias consenso generadas a partir de los reads de 946 pb en la muestra
G079 con la secuencia Babesia vogeli gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, clone: MoM19 (Accession
ID: LC331058). El alineamiento muestra una coincidencia del 100% (946/946) entre las secuencias consultadas
(query) y la secuencia de referencia Babesia vogeli, con un E-value de 0.0, lo que indica una coincidencia
significativa y absoluta, tratdndose del patégeno Babesia canis vogeli. B) Visualizacion del alineamiento de

BLASTN de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 946 pb en la muestra G079 con la
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secuencia Babesia vogeli gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence, clone: MoM19 (Accession ID:

LC331058).

Sin embargo, se usa el software Tablet Viewer® (James Hutton Institute, 2021), para
verificar si los amplicones obtenidos de las muestras corresponden al género Babesia spp.
Consecuentemente, un software como Tablet Viewer® (James Hutton Institute, 2021)
requiere de una secuencia de referencia del organismo analizado, en este caso la secuencia
de referencia pertenece a un aislado del fragmento del 18S ARNr de Babesia vogeli (Babesia

canis vogeli isolate RO/FMVB/B/9 18S ribosomal RNA gene) (Accession ID: HQ662635.1).

Todos los amplicones secuenciados, a excepcion de uno, muestran un bajo ndmero de
lecturas coincidentes con el genoma de referencia. Por otro lado, los alineamientos de las
lecturas respecto al genoma de referencia se muestran similares, sin embargo, algunas de

ellas se alinean fuera de la regién mas frecuente.

El amplicon G076, barcode 29, presenta nueve lecturas mayormente coincidentes con el
genoma de referencia Babesia canis vogeli isolate RO/FMVB/B/9 18S ribosomal RNA gene,
con un porcentaje de 4.9% de mismatches, entre ellos deleciones, sustituciones e inserciones
de bases. En cambio, para G077, barcode 30, no se genera ninguna lectura que se alinee o
tenga similitud con el genoma de referencia usado. En el caso del amplicon G080, barcode
32, se generan 12 lecturas, con un porcentaje de mismatches del 6.7% en donde se presentan
sustituciones e inserciones de bases. Por ultimo, el amplicon G082, barcode 33, genera 6
lecturas coincidentes con el genoma de referencia y presenta un porcentaje de 6.2% de
mismatches entre sustituciones e inserciones de bases. En conclusion, los amplicones G076,

G077, G079, G080 y G082 presentan un porcentaje alto de mismatches entre las secuencias
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analizadas con respecto al genoma de referencia Babesia canis vogeli isolate RO/FMVB/B/9

18S ribosomal RNA gene.

Mientras que, el analisis del amplicon G079 correspondiente al barcode 31 mostro resultados
prometedores con respecto a la identificacion de Babesia spp. Se analizan un total de 2016
lecturas, y al realizar la comparacion de esta secuencia con la referencia del gen 185 ARNr
de Babesia spp, se observé que el barcode present6 solo un 2% de mismatches, en donde se
observaron deleciones, inserciones y sustituciones (ver Fig. 17). Consecuentemente, se
generd una cantidad significativa de lecturas que se alinearon correctamente con el fragmento

objetivo (ver Fig. 16).
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Figura 16. Interfaz de TABLET Viewer Genome® pra el barcode 31. El sombreado m oscuro de color
azul, sobre las lecturas rastrea todas las lecturas en la misma posicion de nucleétido que se desea analizar. La
lectura que se encuentra directamente debajo del mouse se resalta y se resume en la informacién sobre
herramientas, junto con una representacion grafica de su secuencia. La figura muestra un analisis de similitudes

y generacion de mismatches entre la secuencia de referencia y la secuencia de interés (barcode 31).
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Figura 17. Visualizacion de mismatches muestra G079 barcode 31 Tablet Viewer Genome®.
Representacion de variantes entre las lecturas generadas del barcode 31y el genoma de referencia Babesia canis
vogeli isolate RO/FMVB/B/9 18S ribosomal RNA gene. Los recuadros de color rojo representan deleciones o
diferencias importantes respecto a la referencia. Los recuadros azules representan sustituciones de bases. Las
letras marcadas con color rojo también muestran sustituciones y se usan para remarcar las bases que son
diferentes con el genoma de referencia. Y finalmente los asteriscos rojos muestran inserciones de bases. En
general, la muestra G079 tiene un 2% de mismatches respecto al genoma de referencia Babesia canis vogeli

isolate RO/FMVB/B/9 18S ribosomal RNA gene.

2.3.2.3 Verificacidon de la identificacion de la especie de Babesia encontrada en la
muestra G079 mediante la construccion de un cladograma.
Para verificar la identificacion de la secuencia encontrada se construyd un cladograma.
utilizando el el software MEGA 11.0, que presenta las relaciones evolutivas entre la
secuencia de la muestra GO79 y otras secuencias del fragmento del gen 18S ARNr de Babesia
vogeli, previamente publicadas y pertenecientes a diversos estudios. Para la generacién del
cladograma, se uso el fragmento de 942 pb del gen 18S ARNr de la muestra G079 y otras 27
secuencias descargadas de NCBI. Consecuentemente, se observa que la muestra G079

identificada como Babesia esta ubicada dentro de un clado bien definido correspondiente a
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Babesia vogeli . (ver Fig. 19y Fig. 20). En MEGA 11.0, el algoritmo usado para generar este

cladograma se basa en el algoritmo del modelo estadistico Maximum Likelihood (ML).

{ DQ297390.1:268-1213 Babesia canis vogeli Venezuela
’ AY371198.1:243-1188 Babesia canis vogeli USA

)

B AY371195 1-177-1122 Babesia canis vogeli Brazil

| — MK881091.1:149-1094 Babesia canis vogeli Baoan China

MNOG7709.1:150-1095 Babesia canis vogeli Longgang-C131 China

hal

el Babesia canis vogeli Ecuador G079

DQ439545.1:268-1213 Babesia canis vogeli Spain

KF499115.1:204-1149 Babesia canis canis Turkey

{ HQB62634.1:213-1158 Babesia canis canis Rumania
2 KT008057.1:249-1194 Babesia canis canis Estonia

0Q727058.1:148-1093 Babesia canis rossi Malawi Africa

100

LC331057.1:138-1083 Babesia canis rossi Zambia Africa
o LC5H56378.1:150-1095 Babesia canis rossi Malawi Africa
KU377437.1:176-1121 Babesia divergens China

& KC465976.2:209-1154 Babesia divergens Japan

MK256977.1:120-1065 Babesia divergens Gansu China
JX962779.1:156-1097 Babesia microti Beijing China
WMNB57616.1:255-1184 Babesia ovata Jilin China

XR 003751966.1:269-1198 Babesia ovata China

84

MN901958.1:255-1184 Babesia ovata Changchun China

MH194390.1:4-934 Babesia bigemina Colombia

nlinr

FJ426361.1:264-1194 Babesia bigemina Spain

MF536661.1:701-1259 Theileria bicornis Australia

MH257710.1:265-1195 Babesia bigemina Gauteng South Africa

Figura 18. Construccién de cladograma para la identificacion de Babesia spp. usando el gen 18S ARNr

en el software MEGA 11.0. El recuadro azul representa la muestra G079, identificada molecularmente como

Babesia canis vogeli, subespecie de Babesia canis. El andlisis se basa en el algoritmo del modelo estadistico

Maximum Likelihood. Modelo evolutivo Tamura-Nei, Bootstrap de 100 y como outgroup se usa la secuencia

del piroplasmido Theileria birconis.

2.4 DISCUSION

Esta investigacion se enfoca en el andlisis de muestras clinicas sanguineas de canes para la

deteccion molecular de Babesia spp. Este tipo de estudios son relevantes debido a que el

analisis de especimenes clinicos ayuda a detectar el patdgeno y puede incluso reflejar la carga
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parasitaria en un contexto natural, permitiendo estudiar la interaccién del hemoparasito con
el hospedero, detectar coinfecciones e identificar las especies del mismo (Srinivasan et al.,

2000 ; Wong et al., 2014).

Sin embargo, las muestras de sangre de animales presentan ADN del hospedero, el mismo
que se encuentra mayormente concentrado en comparacion con el del patégeno, interfiriendo
con la deteccion del mismo y dificultando la amplificacién y la interpretacion de resultados
(Oyolaetal., 2013; Auburn et al., 2011). A pesar del desarrollo de métodos alternativos para
resolver la escasez de material genético, la contaminacion por ADN del hospedero sigue
siendo un desafio importante, especialmente en patégenos dificiles de cultivar in vitro (Aird

etal., 2011).

Consecuentemente, para superar este problema, se requiere hacer uso de métodos de
extraccién y purificacion de ADN altamente eficientes, que minimicen la contaminacion por
ADN del hospedero, y que garanticen la calidad del material genético extraido. Este factor
es crucial para mejorar la deteccion de microorganismos patdgenos y asegurar la

confiabilidad de los resultados (Cruz-Enriquez et al., 2021).

En el contexto de este estudio, se selecciono el kit PureLink® Genomic DNA de Invitrogen
para la extraccién de ADN en muestras de sangre, debido a su capacidad para proporcionar

resultados consistentes y confiables.

De la misma manera, el uso del kit de extraccion QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) representa una alternativa fiable que logra reducir interferencias como el ADN del
hospedero, garantizando la extraccion eficiente del material genético (Zhou et al., 2019; Liao

et al., 2020). Este kit tiene una alta sensibilidad, incluso al trabajar con muestras con baja
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carga parasitaria, estudios previos han validado su eficacia y su capacidad para obtener ADN
de buena calidad, haciéndolo ideal para trabajar con técnicas como la PCR, que es
fundamental para la deteccion de Babesia en caninos (Adaszek & Winiarczyk, 2008b;

Annoscia et al., 2017; Foldvari et al., 2005).

Asimismo, se generan problemas en el método de deteccion molecular de Babesia spp. en
donde en algunos casos se detectd la aparicion de productos de amplificacion no deseados o
ausencia de bandas. A pesar de estos inconvenientes, en algunos casos la amplificacion por
reaccion de PCR puede generar bandas claras y del tamafio esperando, garantizando un

procedimiento de deteccion molecular exitoso (Bentolab, s.f.).

La aparicién de productos inespecificos depende de los efectos relativos de varios pardmetros
en la amplificacion de productos de PCR no especificos (Rubin & Levy, 1996). Un factor
que afecta la especificidad de la PCR es el desajuste del cebador con el ADN molde durante
la hibridacion, la longitud del cebador, el contenido de GC en los cebadores (Benita, 2003),

el tamafio del ADN molde y los limites de tamafio del producto de PCR (Beasley et al., 1999).

La generacion de productos cortos e inespecificos depende de la unién de los cebadores a
secuencias complementarias similares o a si mismos. Las amplificaciones no especificas que
suceden etapas tardias del ciclo y en bajas concentraciones no suelen ser problematicas. Sin
embargo, si se produce al inicio o con demasiados ciclos, los productos no deseados pueden
alcanzar concentraciones altas y dificultar la interpretacion de los resultados (Bentolab, s.f;

Fraga et al., 2014).

Ademas, el éxito de la reaccion de PCR depende de las condiciones fisicas y quimicas de sus

componentes. Los iones de Mg?*" desempefian un papel fundamental al encargarse de
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estabilizar la unién entre los cebadores y la cadena de ADN molde, reduciendo las
repulsiones electrostaticas entre las cadenas de ADN cargadas negativamente. ElI magnesio
actia como cofactor de la enzima polimerasa, controlando su estabilidad y fiabilidad,
afectando directamente la sensibilidad de la PCR. Por otro lado, para evitar productos
inespecificos y maximizar el rendimiento de la reaccion, también es crucial seleccionar
adecuadamente las temperaturas y tiempos en cada etapa del ciclo de amplificacion (Reidar

Anderson, 2008).

Para reducir estos problemas, es necesario optimizar la reaccion a partir de un ajuste en las
concentraciones de reactivos o las condiciones de ciclaje de la PCR. Las bandas inespecificas
aparecen por una baja rigurosidad en la reaccion; es por esto que se deberia elegir condiciones
de PCR que la potencien. Asimismo, es necesario evaluar el contenido de guaninas-citosinas

en el producto de PCR (Lorenz, 2012).

Ademas de la optimizacion del protocolo, existen herramientas predictivas para mejorar la
eficacia de la PCR. Estos sistemas predictivos detectan fallos en la PCR, como la generacion
de productos inespecificos, o la falta de amplificacion de una banda especifica. Este método
predictivo constituye una combinacién de herramientas bioinformaticas como
GenomeMasker y GenomeTester para el analisis de datos gendémicos. Ademas, hace uso de
algoritmos predictivos que implementan modelos estadisticos para predecir las

probabilidades de fallo en la PCR (Reidar Anderson, 2008).

En cambio, la deteccion molecular de Babesia spp. tiene como factor clave la seleccion de
un marcador molecular adecuado, es por esto que se basa en reacciones en cadena de la

polimerasa (PCR) amplificando el gen 18S ARNr. Este gen es un marcador altamente
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conservado en protozoarios y, en particular, para la deteccion de piroplasmas como Babesia

y Theileria.

El fragmento de 942 pb del gen 18S ARNr utilizado en el kit AccuPower Bioneer para la
deteccion de Babesia ofrece una combinacién Optima de especificidad y sensibilidad
(AccuPower® Babesia PCR Kit by BIONEER, Bioneer Global Center, 71, Techno 2-ro,
Yuseong-gu, Daejeon 34013, Republic of Korea s. f.). Al ser un segmento de mayor longitud
incluye suficientes regiones variables (V1-V9) para distinguir entre especies de Babesia,
mejorando la precisién en la identificacion del patdgeno (Gonzalez And & Schmickel, 1986;

Bhoora et al., 2009).

Sin embargo, la amplificacion por PCR usando este marcador molecular puede ser poco
sensible en casos de parasitemia casi indetectable o por uso de cebadores no especificos para
las cepas locales de Babesia (Kounosu et al., 2019). La homologia del gen 18S ARNr con
otras especies de protozoarios o variaciones de Babesia puede dificultar la deteccion precisa
de todas las cepas en las muestras de sangre de caninos (Hillis & Dixon, 1991). Ademas, un
fragmento largo requiere de ADN intacto y de alta calidad, lo que puede dificultar la
amplificacion si el ADN esta fragmentado o es escaso (Ficetola et al., 2024). Anteriores
indagaciones relacionadas con el género Babesia se han basado en la deteccion molecular de
fragmentos pertenecientes al gen 18S ARNr mas pequefios ~400-550 pb) en comparacion con

el fragmento de 942 pb que se detecta en este estudio (Granziera Spolidorio et al., 2011).

Aunque el gen 18S ARNr es una herramienta valiosa para la deteccion de Babesia, su alta
conservacion en ciertas regiones puede dificultar la diferenciacion entre especies

filogenéticamente cercanas. En tales casos, la reaccion de PCR debe complementarse con
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técnicas de secuenciacion o amplificando genes marcadores alternativos que permitan una
identificacién mas precisa. Asimismo, explorar fragmentos complementarios del gen 18S
ARNT, como las regiones hipervariables V4, V7 o V9, puede facilitar la deteccién molecular
del patogeno y proporcionar una identificacion mas precisa y profunda, particularmente en
especies estrechamente relacionadas (Hanron et al., 2017; Ficetola et al., 2024; Mthethwa-

Hlongwa et al., 2024).

Por consiguiente, en las muestras con bajo contenido de material genético se debe identificar
fragmentos de ADN cortos, ya que presentan una mayor eficiencia de amplificacion y menor
probabilidad de formar estructuras secundarias que puedan interferir con el proceso de PCR
(Ulucesme et al., 2024). De este modo, el uso de genes marcadores alternativos en estudios
basados en muestras clinicas, como la proteina de choque térmico hsp-70 (Yamasaki et al.,
2007) y las regiones intergénicas ITS-1 e ITS-2 (Kumar et al., 2012) ha mejorado la
resolucion taxonomica entre especies de Babesia spp. (Krawczak et al., 2023; Qurollo et al.,
2017a). Estas estrategias complementan el analisis molecular tradicional y amplian las

posibilidades de identificacion precisa de patdgenos.

A su vez, es posible usar genes marcadores mitocondriales como cox-1 (citocromo ¢ oxidasa
subunidad 1), cox-3 (citocromo ¢ oxidasa subunidad IIl) (Qurollo et al., 2017), COI
(citocromo oxidasa subunidad I) y Cytb (citocromo B) que indican el origen de los haplotipos
de Babesia, asi mismo como su temporalidad, ayudando a identificar variantes del gen

conservado 18S ARNr (Hrazdilové et al., 2019).

El diagnostico de Babesia spp. a partir de microscopia no permite distinguir entre especies y

subespecies del patogeno; y los ensayos serologicos disponibles para piroplasmidos son
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escasos. Por consiguiente, se recurre a un diagndéstico basado en técnicas moleculares como
PCR convencional, PCR en tiempo real (QPCR), PCR anidada, y secuenciacion (Birkenheuer

et al., 2003b).

Una reaccion de PCR convencional que se optimiza rigurosamente asegura la eficiencia de
amplificacion del fragmento largo de 942 pb del gen 18S ARNr, en especial si se analizan
muestras clinicas con bajas cargas parasitarias 0o material genético de baja calidad.
Consecuentemente, existen distintas alternativas metodol6gicas que presentan una mayor
sensibilidad a la deteccion de Babesia spp. y que son técnicas alternas a una PCR de punto
final. Implementar PCRs en tiempo real ha permitido la identificacion de Babesia spp. en
muestras con valores bajos de parasitemia. Por otra parte, para llegar a un enfoque mas
especializado en base a la identificacion de subespecies de Babesia en caninos (Babesia canis
vogeli, Babesia canis canis, Babesia canis rossi) ha sido fundamental establecer métodos de

deteccion molecular basados en PCRs anidadas y semi-anidadas.

Respecto a la identificacion molecular de Babesia spp., fue llevada a cabo usando la
tecnologia de Nanopore, desarrollada por Oxford Nanopore Technologies. Al ser un método
optimo para la identificaciébn molecular del fragmento largo de 942pb de Babesia spp.,
permite generar lecturas largas. Sin embargo, también se considera propenso a tener una tasa

de error mayor debido al mecanismo que usa en el secuenciamiento.

Igualmente, en el contexto de la amplificacion de un fragmento de 942 pb del gen 18S ARNT,
la tecnologia Illumina tiene una alta sensibilidad, permitiendo detectar variantes de Babesia
spp. en muestras con baja carga parasitaria. Ademas, su alta especificidad y baja tasa de error,

garantiza una identificacion precisa del hemoparéasito (Illumina, 2020). En relacion a este
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estudio, su aplicabilidad permitiria identificar coinfecciones de Babesia en una misma
muestra sanguinea (Eichenberger et al., 2017). Sin embargo, debido a que genera lecturas
cortas, su aplicacion podria no ser la mas adecuada para secuenciar fragmentos mas largos
como el estudiado en esta investigacion, ya que requeriria un ensamblaje posterior para

reconstruir la secuencia completa y esto podria disminuir su tasa de eficiencia.

Seguidamente al proceso de secuenciacion, el uso de la herramienta Amplicon Sorter®
(Oxford Nanopore Technologies, EE.UU) fue crucial para filtrar y clasificar las secuencias
consenso generadas en los barcodes analizados. EI uso de Amplicon Sorter permitié clasificar
y analizar las secuencias de ADN obtenidas mediante Oxford Nanopore Technologies
(ONT), ademés de organizar las lecturas obtenidas de acuerdo a las caracteristicas requeridas

del producto de la amplificacion, facilitando la identificacion de variantes genéticas.

En algunas muestras se identificaron problemas de contaminacion cruzada que posiblemente
fueron derivados del proceso de secuenciacion o del flow cell empleado en ese momento
(Cibulskis et al., 2011; Yin et al., 2019). La contaminacion fue identificada como material
genético de Leptospira spp, 1o que se debio al uso de la misma flow cell en donde se habian
cargado distintos amplicones, de distintas muestras y destinados a la deteccion molecular de
diversos patdgenos. La eficiencia de la herramienta Amplicon Sorter depende en gran medida
de la calidad de las lecturas generadas por el proceso de secuenciamiento, requiriendo ademas
una preparacion de librerias adecuada que no comprometa a los resultados posteriores

(Vierstraete & Braeckman, 2022).

Por consiguiente, se debe considerar métodos de identificacion molecular de Babesia spp.

mas sensibles que permitan obtener mejores resultados. En este contexto, una alternativa
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viable es usar el método de captura por hibridacion o captura por secuencia dirigida. Este
enfoque utiliza sondas especificas para capturar solo las regiones de ADN de interés, lo que
permite enriquecer las secuencias objetivo antes del secuenciamiento (Sundararaman et al.,
2023). A pesar de que su uso no se ha reportado en el secuenciamiento de Babesia y otros
piroplasmidos, usarla facilitaria la secuenciacion de regiones con alto contenido de guanina-
citosina, mejorando la deteccion de variantes genéticas y coinfecciones, evitando

interferencias con el ADN del hospedero u otros patégenos.

El uso de estas tecnologias y nuevos métodos de deteccion es relevante debido al impacto
zoondtico que representa la babesiosis en la actualidad. EI contacto frecuente entre humanos
y animales resalta la importancia de considerar la prevalencia de ésta y otras enfermedades
hemoparasitarias (He et al., 2017; Hsiao, 2019). Los canes al ser animales de compafiia,
pueden actuar como reservorios de varias zoonosis. Las implicaciones de la babesiosis deben
ser analizadas desde el enfoque "One Health”, que integra esfuerzos entre veterinaria,

medicina humanay gobiernos para mejorar la salud animal, humana y ambiental (Day, 2011).

Alrededor de 100 especies de Babesia spp. han sido identificadas por infectar animales
domésticos y salvajes, sin embargo, algunas de ellas son capaces de afectar a los humanos.
En Ecuador, se han reportado casos de babesiosis humana causada por Babesia bigemina y
Babesia bovis, lo que evidencia una transmision activa desde animales domésticos y

representando un riesgo constante para los seres humanos (Calvopifia et al., 2023).

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos estan determinadas por la
distribucion geografica de los vectores y sus hospederos (Rojas et al., 2014). Entre las

principales especies patdgenas para canes se encuentran Babesia canis, Babesia rossi y
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Babesia vogeli. Aungue Babesia spp. tiene una distribucion global, Babesia vogeli es la Gnica
especie descrita en América del Sur. En América Latina, la presencia de la garrapata
Rhipicephalus sanguineus, principal vector de Babesia vogeli, y la proximidad de regiones
endémicas explica su distribucion en paises como Brasil, Venezuela, Argentina, Peru y

Ecuador (Di Cataldo et al., 2020).

La prevalencia de la babesiosis canina suele ser baja y esta influenciada por factores como el
clima, la geografiay la movilidad de los vectores (Di Cataldo et al., 2020). En América Latina
se han identificado prevalencias que van desde rangos de 0.2% en Argentina (Eiras et al.,
2008) hasta 9.9% en Brasil (Costa-Junior et al., 2012). En Venezuela, la prevalencia alcanza
el 2% (Criado-Fornelio et al., 2007), mientras que en Colombia se reporta un 5.5% (Vargas-
Hernandez et al., 2012). Aunque estas cifras son menores en comparacion con otros
hemopatdgenos como Ehrlichia canis y Anaplasma spp., (Rojas et al., 2014) (Navarrete et
al., 2016) la prevalencia de Babesia vogeli varia segun las diferencias ecologicas de los
vectores, las condiciones climaticas y los factores ambientales que favorecen su persistencia

y reproduccion (Schnittger et al., 2012).

Para ello, implementacion de un sistema especializado y estudios de babesiosis
proporcionarian mayor informacion sobre las dindmicas de transmision del paréasito y el
impacto que podria tener una técnica especializada y estandarizada para su rapida deteccion
(Di Cataldo et al., 2020). La implementacidon de alternativas para la deteccion molecular de
Babesia podria controlar y prevenir la transmision de enfermedades hemoparasitarias, como
la babesiosis, desencadenada por la convivencia cercana entre animales domésticos (perros

y ganado bovino) y sus dindmicas eco epidemiolégicas (Irwin, 2009c; Young et al., 2019b).
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2.5 CONCLUSIONES

Este estudio enfrento varios desafios metodoldgicos que impactaron los resultados obtenidos.
Un factor clave fue la seleccion del método de extraccion de ADN de las muestras de sangre
canina y la eleccion de los genes objetivo para la deteccién molecular de Babesia spp., los
cuales podrian no haber cubierto todas las variantes genéticas de las especies locales del
parasito. Asimismo, la especificidad y el disefio de los primers utilizados en la PCR tal vez
no fueron los mas adecuados para detectar infecciones con baja parasitemia, tipicas de los

casos subclinicos.

Estas dificultades, junto con posibles problemas en la calidad de las muestras, como ADN
degradado o contaminado, afectaron la sensibilidad del método y podrian haber influido en

la precision de los resultados.

A pesar de estas limitaciones, el estudio resalta la necesidad de mejorar las técnicas de
deteccion molecular, especialmente en areas con baja prevalencia de la enfermedad. Los
resultados obtenidos proporcionan una base valiosa para mejorar los protocolos en futuras
investigaciones y representan un primer paso hacia la optimizacion de métodos diagnosticos

mas precisos para la babesiosis canina en Ecuador.

2.6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para optimizar los métodos moleculares y mejorar la sensibilidad en la deteccion de Babesia
spp., es fundamental implementar el uso de marcadores genéticos mas especificos, que se
ajusten a las necesidades particulares de cada investigacion; como por ejemplo los
marcadores mitocondriales CytB y COIl (Hrazdilova et al., 2019). Estos marcadores

permitirian un enfoque mas preciso en la deteccidn de diferentes especies, subespecies y
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variantes de Babesia, especialmente en regiones donde la diversidad genética del parasito

puede ser amplia.

Asimismo, la implementacion de técnicas moleculares avanzadas, como la PCR en tiempo
real (QPCR) o métodos de PCRs anidadas y semi anidadas, podria incrementar
significativamente la sensibilidad y especificidad de la deteccién (Birkenheuer et al., 2003;

Ulucesme et al., 2024).

Por Gltimo, para tener un enfoque mas completo y clinicamente relevante, seria ideal realizar
la genotipificacion de las muestras positivas de Babesia spp.. Este andlisis permitiria
diferenciar las especies y cepas presentes en las infecciones caninas, proporcionando
informacion sobre su patogenicidad y las posibles variaciones en la respuesta al tratamiento.
Esto no solo facilitaria el disefio de intervenciones terapéuticas mas especificas y efectivas,
sino gque también contribuiria a una mejor comprension del cuadro clinico en los pacientes

infectados, mejorando las decisiones clinicas y los prondsticos.
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