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RESUMEN 

 

Babesia es considerada como un hemoparásito que se transmite principalmente a 

través de las garrapatas, y su impacto patológico, ya sea agudo o crónico, varía dependiendo 

de la subespecie del parásito que infecta al hospedero. El objetivo de este estudio fue realizar 

la detección molecular de Babesia spp. en muestras de perros y la identificación molecular 

de las especies de este hemoparásito utilizando la tecnología de secuenciación Oxford 

Nanopore, en áreas rurales de Ecuador. El enfoque se centró en profundizar en los detalles 

técnicos y metodológicos del procesamiento de las muestras clínicas. Se analizaron 363 

muestras de sangre venosa de perros, de las cuales se extrajo el ADN. La detección del 

patógeno se realizó mediante una PCR estándar, utilizando un fragmento conservado del gen 

18S ARNr, mientras que para la identificación de especies se empleó la secuenciación con 

tecnología Oxford Nanopore. La subespecie identificada fue Babesia canis vogeli, la cual, 

aunque mostró una prevalencia baja, evidencia la escasez de investigaciones sobre este tipo 

de hemoparásitos en el país. Babesia canis vogeli tiene una distribución mundial y una 

prevalencia más alta en América Latina, representando un riesgo significativo para los 

animales de compañía y un serio desafío para la salud veterinaria. 

Palabras clave: Hemoparásitos, garrapata, reservorio, hospedero, anemia hemolítica, 18S 

ARNr, genes mitocondriales, PCR estándar, secuenciamiento.  
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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. CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN GENERAL 

1.1 Clasificación taxonómica y características de Babesia spp. 

1.1.1 Hemoparásitos. 

En las últimas décadas, una serie de enfermedades transmitidas por vectores han sido 

distribuidas globalmente en distintas áreas geográficas, y muchas de ellas han sido 

provocadas por hemoparásitos o hemoprotozoos (Salih et al., 2015). Los hemoparásitos se 

caracterizan por ser patógenos que infectan los glóbulos 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 hemoparásitos 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 está representado por protozoos parasitarios intracelulares obligados, 

siendo la principal característica la presencia de una estructura especializada llamada 

complejo apical, que se ubica en el extremo anterior del cuerpo del parásito y es clave para 

la fijación y penetración del patógeno a las células del hospedero (Santana & Barbosa, s.f.). 

1.1.1.2 Orden piroplasmida. 

El grupo Piroplasmida recibió su nombre por sus etapas intraeritrocíticas 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 rígido en la parte dorsal, también conocido como escutelo, permitiéndoles 

resistir la presión y facilitar la adhesión al hospedero durante la alimentación (Pegram et al., 

1984). Asimismo, según análisis 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 morfológicas y 

funcionales como el complejo apical, que es una estructura formada por organelos secretores 

y por elementos del citoesqueleto, siendo esencial para la invasión de las células del 

hospedero (Dos Santos Pacheco et al., 2020). Igualmente, este orden comparte su forma de 

reproducción asexual o merogonia en los eritrocitos del hospedero y su reproducción sexual 

que da lugar a la formación 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 Introducción a la Babesiosis.  

En el año 1888, el doctor Víctor Babes, bacteriólogo rumano investigó brotes de 

enfermedades con síntomas como, hemoglobinuria en el ganado de Rumania, siendo el 

primero en observar protozoos con cuerpos pequeños dentro de los glóbulos rojos (Angus, 

1996). Al principio se pensó que se trataba de una bacteria que fue descrita como 

Hematococeus bovis, la que después sería catalogada como Babesia bovis. Posteriormente, 

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

Este descubrimiento inicial abrió el camino para investigaciones más 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 distribución geográfica, 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 glóbulos 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 específicos, que facilitan su transmisión entre 

hospederos caninos (Kuttler, 1988).  

La caracterización de B. canis se basa en estudios morfológicos y en el análisis de sus ciclos 

de vida y vectores, en combinación con técnicas moleculares que ayudan a diferenciarla de 

otras especies de Babesia (Cacciò et al., 2002). En su fase intraeritrocítica, 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 distribución de especies de Babesia depende de las zonas geográficas en 

donde sea localizado el vector competente, y del hospedero específico al que el patógeno 

infectará (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 cuáles 

se diferencian morfológicamente, principalmente por su tamaño (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 infección 

múltiple en un solo eritrocito. Por el contrario, Babesia gibsoni representa una forma pequeña 

de Babesia que morfológicamente no es piriforme, sino que sus trofozoítos 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 función de su inmunidad 

cruzada, pruebas serológicas, especificidad de vector y análisis filogenético molecular. 

Actualmente, cada una de ellas se considera una subespecie separada debido a sus diferencias 

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

1.2.1.1.2 Ciclo de vida del patógeno 

1.2.1.1.2.1 Especificidad del Hospedero en Babesiosis canina  

Los parásitos del género Babesia spp. están 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 interacción entre el hospedero definitivo o garrapata, y el hospedero 

intermediario, que generalmente es un vertebrado, como los perros, albergando las fases 

asexuales del parásito (Homer et al., 2000). Esta relación entre el parásito y sus hospederos 

es crucial para su supervivencia y transmisión, y revela la importancia de ambos hospederos 

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

En este contexto, la especificidad de Babesia canis hacia los perros se puede entender como 

un fenómeno resultado de factores evolutivos, moleculares y genéticos que favorecen una 

interacción estrecha entre el parásito y su hospedero vertebrado. Un claro ejemplo de estos 

eventos involucra una óptima adaptación en mecanismos de adhesión molecular específica, 
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ya que se han identificado moléculas de superficie que interactúan particularmente con 

receptores en los eritrocitos de perros. Esta especificidad asegura la invasión eficiente de los 

glóbulos rojos y la posterior replicación del parásito en su hospedero. Por esta razón, la 

identificación precisa de especies, subespecies y genotipos de Babesia es fundamental, no 

solo para comprender la dinámica de la enfermedad, sino también para promover el control 

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

Los parásitos 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 reproducción asexual. Este proceso implica la invasión inicial de los 

glóbulos rojos, seguida de su desarrollo como trofozoítos y posterior multiplicación mediante 

fisión binaria, dando paso a merozoitos que eventualmente infectan nuevas células. A 

diferencia de otros protozoarios, como Plasmodium, que requieren la invasión 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 adaptación 

evolutiva eficiente que le permite al parásito replicarse de manera rápida y específica dentro 

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

La familia de proteínas adhesivas BC28 son responsables de la invasión de las células 

eritrocíticas del hospedero, siendo el antígeno principal que se encuentra localizado en la 

superficie de los merozoitos de Babesia canis. La proteína recombinante BC28.1 interactúa 

con componentes específicos en la superficie de los eritrocitos del hospedero canino, aunque 

los receptores exactos aún no están completamente identificados en los glóbulos rojos 

caninos (Carcy et al., 2006). Sin embargo, se sabe que BC28.1 facilita la adhesión mediante 
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mecanismos que se asemejan a los usados por otros parásitos 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 ectoparásitos que se alimentan de sangre de animales 

domésticos y salvajes, se distribuyen globalmente y son capaces de transmitir una variedad 

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

El patógeno 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 transmisión 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 marrón del perro, que es común en áreas de clima cálido y en zonas 

tropicales y subtropicales (Karasová et al., 2022; Solano-Gallego et al., 2008). Finalmente, 

Babesia canis rossi, caracterizada por su alta patogenicidad, se transmite a través de 

Haemaphysalis elliptica o Haemaphysalis leachi, en zonas geográficas como Sudáfrica 

(Karasová 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 transmisión de la infección. Este ciclo permite 

que el parásito pase de una etapa a otra sin abandonar el vector, garantizando una transmisión 

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 países de Sudamérica, mientras 

que en América Central los casos son considerablemente más limitados. Babesia vogeli es la 

subespecie predominante en América Latina y el Caribe; su presencia no se restringe 

únicamente 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 Perú debido a que garrapatas 

vectoras como Rhipicephalus sanguineus son altamente prevalentes en esta zona. Sin 

embargo, los caninos positivos para Babesia vogeli no presentaron ningún síntoma 

compatible con la enfermedad, lo que afirma que, en algunos casos, perros portadores de la 

enfermedad y con una infección crónica no presentan signos clínicos 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 sanguíneos en canes con 

parasitemias bajas. Sin embargo, mediante pruebas serológicas 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 infección, en donde la parasitemia es más fácil de 

detectar (Batista Jiménez Alfonso, 1980; Vargas-Hernández et al., 2012). 
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Babesia canis vogeli ha sido identificado en garrapatas de la especie Rhipicephalus microplus 

en países como Brasil y México, áreas consideradas endémicas donde el parásito circula 

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

Por otro lado, la distribución geográfica de Babesia gibsoni se restringe a América Latina y 

el Caribe, con reportes del parásito en Costa Rica, Nicaragua y el sur de Brasil (Iwakami et 

al., 2014; Schoeman, s.f.). Las investigaciones señalan que Babesia gibsoni puede 

transmitirse directamente entre caninos mediante mordeduras, heridas o la ingestión 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 Latina y el Caribe, la prevalencia de Babesia presenta variaciones significativas. 

Aunque los análisis de detección molecular indican una baja prevalencia en ciertas regiones, 

como Perú (1.4%) (Temoche et al., 2018), Venezuela (2.2%) (Criado-Fornelio et al., 2007), 

Colombia (5.5%) (Vargas-Hernández et al., 2012) y Argentina (7.7%) (Mascarelli et al., 

2016); algunos países 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 reproducción sexual del parásito) y 
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un mamífero como hospedero intermediario (donde se lleva a cabo la reproducción asexual) 

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

Los protozoarios Apicomplexa generalmente tienen tres estadios de reproducción:  

(i) La gamogonia, que es la formación y fusión de gametos en el intestino de la garrapata, (ii) 

esporogonia que se desarrolla en las glándulas salivales del vector, y (iii) merogonia o 

reproducción 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-eritrocítico. En los glóbulos rojos, Babesia spp. cumple varios 

ciclos repetidos de replicación, salida e invasión, que terminan en la destrucción de los 

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

La garrapata infectada introduce el parásito en el torrente sanguíneo del hospedero 

intermediario al alimentarse de su sangre. Una vez en el cuerpo del mamífero, los 

esporozoítos de Babesia invaden los glóbulos rojos por medio de los antígenos de 

Glicosilfosfatidilinositol (GPI) de superficie de los merozoitos (MSA) y de proteínas 

asociadas a la roptría-1 (RAP-1), que son y se desarrollan en trofozoítos, que corresponde a 

una etapa intracelular del ciclo (Del Carmen Terrón et al., 2016; Sch Etters et al., 1998). Los 

trofozoítos se dividen asexualmente mediante fisión binaria y forman merozoitos, que salen 

de los glóbulos 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 glóbulos rojos que contienen los merozoitos. En el intestino de la garrapata, los 

merozoítos se transforman en gametocitos, que se fusionan para formar un cigoto 
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(strahlenkörper) que determina la etapa sexual del ciclo, siendo el único 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 glándulas salivales de la 

garrapata. En las glándulas salivales, el ookinete se convierte en esporozoítos, que estarán 

listos para ser transmitidos al siguiente hospedero mamífero 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 invasión que los merozoitos. La presencia de MSA-1, MSA-2, y la Proteína 

1 asociada a la Roptría RAP-1 ayuda a atrapar a los eritrocitos e invadirlos (Mosqueda, 

McElwain, & Palmer, 2002). 

1.2.1.1.3 Babesiosis canina: Impacto clínico y epidemiológico 

1.2.1.1.3.1 Patogenicidad Babesiosis canina 

La patogenicidad de Babesia en caninos depende de la especie y subespecie del parásito, el 

estado inmune del hospedero y la carga parasitaria. Las especies más 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 más patógena, 

causando babesiosis canina severa en áreas endémicas como África. Esta especie está 

asociada con tasas de mortalidad más altas y complicaciones graves, como fallo 

multiorgánico. 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: adhesión e invasión eritrocitaria 

Los merozoítos de Babesia utilizan una serie de moléculas de superficie y estructuras del 

complejo apical para adherirse e invadir las células del hospedero, facilitados por antígenos, 

estos procesos son vitales para la supervivencia de Babesia (Dubremetz et al., 1998; Sam-

Yellowe, 1996). A su vez, estos parásitos han desarrollado mecanismos moleculares que 

favorecen una variabilidad antigénica, permitiendo evadir el sistema inmunológico del 

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

En Babesia canis, aunque la diversidad antigénica no está completamente caracterizada, se 

han identificado polimorfismos en los genes VESA (antígenos variables de superficie 

eritrocitaria) y RAP-1, que permiten la expresión de proteínas con epítopos únicos, lo que 

contribuye a la evasión inmune mediante la activación de linfocitos B con receptores 

específicos (Allred et al., 2000; Dalrymple et al., 1993; Mishra et al., 1992; Skuce et al., 

1996). La diversidad antigénica de este parásito está principalmente relacionada con la 

familia de genes Bc28, que al igual que MSA-2, codifica proteínas conservadas en su 

secuencia de aminoácidos, contribuyendo a la persistencia del parásito 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 están relacionados con una serie de 

mecanismos moleculares y respuestas inflamatorias que contribuyen al daño celular y tisular 

en los perros infectados. La proteína BrEMA1 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 (Galán 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 síndrome de respuesta 

inflamatoria sistémica (SIRS) si no se regula adecuadamente (Goddard et al., 2016; Hack et 

al., 1992). Además, un desequilibrio de citoquinas como TNF-α, IL-1β y la IL-10 

antiinflamatoria contribuye al SIRS y al síndrome de disfunción de órganos múltiples 

(SDOM). Los antígenos MCP-1 y KC también juegan un papel importante en el 

reclutamiento celular, provocando inflamación y posible sepsis (Bossink et al., s.f; Deshmane 

et al., 2009). 

La IL-8, asociada al aumento de TNF-α e IL-1, incrementa en respuesta a factores como 

productos bacterianos y estrés celular, generando daño tisular y anemia hemolítica debido a 

la respuesta inflamatoria y hemólisis mediada por anticuerpos. Además, se observa hipoxia 

tisular debido a especies reactivas de oxígeno y disfunción mitocondrial, que contribuyen al 

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

La producción de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-6 es crucial para 

activar la respuesta inflamatoria (Matijatko et al., 2009; Zygner et al., 2023). Estas citoquinas 

facilitan la migración de leucocitos a través del endotelio, aunque también pueden causar 

daños en este tejido y contribuir al SIRS, característico en casos severos de babesiosis. La 

respuesta inflamatoria y la hemólisis provocada por anticuerpos pueden desencadenar 

problemas como anemia hemolítica y manifestación de otros síntomas graves, mientras que 
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la liberación de especies reactivas de oxígeno y la disfunción mitocondrial producen hipoxia 

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

1.2.1.1.3.2 Manifestaciones clínicas de Babesiosis canina  

Las manifestaciones de la infección son causadas por la fase reproductiva asexual del parásito 

en los eritrocitos y la lisis de las células. Consecuentemente, el cuadro clínico es amplio y 

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

En caninos, el período de incubación de Babesia puede variar entre 10 a 21 días si es causado 

por Babesia canis y de 14 a 28 días 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 destrucción de los glóbulos rojos debido a la acción de los parásitos 

Babesia (Solano-Gallego et al., 2016). Esta destrucción lleva a una anemia hemolítica, que 

se acompaña de diversas complicaciones como fiebre, ictericia, trombocitopenia, y 

agrandamiento de órganos como los ganglios linfáticos 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 

infección, la anemia puede ser regenerativa, aunque la anemia no regenerativa se asocia más 

comúnmente con B. canis. En todas las especies, la anemia es causada por una combinación 

de hemólisis intravascular y extravascular, resultado del daño y la ruptura de los glóbulos 
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rojos por los parásitos, la mayor fragilidad osmótica de las células y la actividad de procesos 

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

La liberación de toxinas por los parásitos en el torrente sanguíneo agrava la situación, al igual 

que la respuesta inmune del hospedero, que implica la liberación de citoquinas, exacerbando 

la hemólisis y la inflamación, 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 patógenos, lo que complica la respuesta inmunológica y la 

recuperación (Homer et al., 2000).  La severidad de los síntomas clínicos, como la debilidad, 

la pérdida de apetito, y la anemia, varía según la especie de Babesia implicada, siendo más 

grave en algunos casos como el de B. rossi. Además, los signos adicionales de fallo renal, 

trastornos de coagulación, y complicaciones respiratorias, reflejan la extensión del daño 

orgánico causado por la infección y la respuesta inmune desmedida. Este conjunto de 

alteraciones clínicas subraya la complejidad de la babesiosis y su potencial para inducir un 

daño sistémico grave (Jacobson, 2006). 

1.2.1.1.3.3 Epidemiología  

La distribución de enfermedades en caninos causadas por vectores se encuentra en constante 

cambio. Este patrón depende de la prevalencia y frecuencia de las enfermedades en zonas 

donde el parásito está bien establecido y clínicamente identificado, así como en áreas donde 

se presentan casos esporádicos, frecuentemente relacionados con perros que se desplazan 

entre regiones, o con la expansión geográfica del vector (Irwin, 2009). 
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La propagación de babesiosis está influenciada por diversos factores como la disponibilidad 

de los hospederos, la presencia de garrapatas que funcionan como vectores, la presencia del 

patógeno en dichos vectores, y las condiciones propicias tanto del hospedero como del 

entorno. Estos elementos determinan la expansión de la enfermedad, y en su ausencia, la 

transmisión de la infección se ve detenida. El parásito Babesia depende completamente de 

los vectores y hospederos para su supervivencia, dado que no tiene la capacidad de 

mantenerse por sí mismo fuera de estos. 

La relación entre estos factores es crucial para entender cómo y por qué la babesiosis se 

propaga en ciertas regiones. Sin la presencia de los vectores (garrapatas) y de los hospederos 

susceptibles, la circulación del parásito en el ambiente se interrumpe, y la transmisión de la 

enfermedad cesa. 

Respecto a la distribución de los piroplasmidos caninos, Babesia rossi es un parásito con 

origen en el África subsahariana. Babesia canis en Europa y Babesia vogeli está ampliamente 

distribuida en todo el mundo, región Tropical, Subtropical y Mediterránea. La distribución 

geográfica del microorganismo está determinada por el rango ecológico de sus garrapatas 

vectoras, excepto para Babesia gibsoni para la cual la propagación global es impulsada por 

transmisión directa entre perros sin intervención de un vector (Jefferies, Ryan, Jardine, 

Broughton, et al., 2007). 

Babesia vogeli es el piroplasma canino más comúnmente distribuido en el mundo, gracias a 

su vector, la garrapata marrón 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 más frías, 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 expansión de los vectores debido a cambios 

ecológicos. Consecuentemente, la movilización migratoria de los canes, el historial de caza 

y la exposición 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 región litoral, donde las condiciones climáticas favorecen la proliferación 

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

Olaya Martínez (2015) señala que Babesia vogeli es el único piroplasma identificado 

molecularmente en perros en la ciudad de Guayaquil. Este hallazgo se obtuvo mediante 

pruebas hematológicas, como el Test de Woo y la observación de frotis sanguíneos, 

complementadas con técnicas moleculares que incluyeron la amplificación de tres 

fragmentos del gen 18S ARNr. Los resultados indicaron una prevalencia del 5% (Olaya 

Martínez, 2015). 

Para corroborar estos estudios, Reyna-Bello (2022) identificó la presencia de muestras 

positivas de Babesia spp. mediante el análisis de frotis sanguíneos, lo que permitió describir 

morfológicamente una Babesia de gran tamaño. Para complementar estos resultados, se 

realizaron análisis 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 Tsáchilas correspondió a Babesia vogeli. Los 

análisis filogenéticos revelaron que esta secuencia presentaba una alta similitud con otras 

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

A pesar de que algunos estudios apuntan a la necesidad de investigar más sobre esta 

enfermedad, la falta de censos oficiales y la escasa disposición de los dueños de mascotas 

para realizar exámenes complementarios dificultan el diagnóstico y tratamiento adecuado de 

la babesiosis en el país.  

1.2.1.1.4 Metodologías de Diagnóstico para Babesiosis canina  

1.2.1.1.4.1 Hematología 

1.2.1.1.4.1.1 Exámenes de Microscopía 

El diagnóstico más simple y accesible se basa en microscopía, técnica que es relativamente 

sensible en la fase aguda de la infección y es capaz de detectar parásitos intraeritrocíticos en 

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

Esta técnica se basa en la examinación de frotis sanguíneo para observar la presencia de 

parásitos en los eritrocitos (Etkind et al., 1980). Los frotis de sangre periférica son procesados 

con la tinción de Giemsa o tinción de Wright´s.  En esta fase de infección es más sencillo 

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

Los protozoarios que infestan a los eritrocitos se observan como anillos oscuros y teñidos 

con un citoplasma de color más claro. Morfológicamente existe una gran variación en las 

formas de Babesia spp., en donde se presentan anillos (anular), trofozoítos 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 duración de la detectabilidad de las parasitemias está 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 Ii et al., s.f.). 

Además, los análisis de frotis sanguíneos 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 pigmentación, la ausencia 

del pigmento hemozoína puede distinguir el patogeno Babesia spp (Telford & Spielman, 

2010). Sin embargo, el diagnóstico de piroplasmosis crónica en animales portadores o 

infectados representa un reto por niveles de parasitemia bajos o intermitentes y por esta razón 

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

1.2.1.1.4.1.2 Ensayos serológicos e inmunológicos 

1.2.1.1.4.1.2.1 Ensayos de anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT) 

Se usan para la detección de anticuerpos anti-babesiosis. Es una técnica rápida, sencilla y 

costo efectiva. La enfermedad de Babesiosis aguda induce la producción de anticuerpos IgG 

y IgM. El punto de corte para determinar un resultado positivo varía dependiendo del 

laboratorio, pero para el diagnóstico, el más recomendable está sobre 1:64. Generalmente 

titulaciones más altas como 1:128 o 1:256 se asocian con diagnósticos más específicos, en 

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

En la fase aguda de la infección los anticuerpos suelen tener valores de 10 o 20 veces más 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 años después de la infección. Se debe tomar 

en cuenta que esta prueba serológica es propensa a generar reacciones cruzadas con otros 

protozoarios, generando resultados falsos positivos en los procedimientos, especialmente en 

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

1.2.1.1.4.1.2.2 Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

La prueba ELISA es útil para diagnosticar infecciones por patógenos que causan babesiosis 

canina, tanto agudas como crónicas. Dicha prueba se usa para detectar antígenos circulantes 

de Babesia canis en el suero de canes infectados, en donde los antígenos detectados suelen 

ser proteínas del parásito, como Bcan 3D7, Bm 86 y diversos antígenos de superficie que se 

encuentran en las formas de desarrollo intraeritrocítico del parásito (Eichenberger et al., 

2017) 

1.2.1.1.4.1.3 Detección molecular de Babesia spp.  

1.2.1.1.4.1.3.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La detección de Babesiosis leve se realiza con técnicas más sensibles como técnicas 

moleculares incluida la PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Este procedimiento se 

basa en la amplificación de secuencias altamente conservadas que incluyan regiones que 

permitan identificar especies del patógeno (Homer, 2000). 

1.2.1.1.4.1.3.1.1 PCR convencional para la detección de babesiosis canina 

La PCR convencional ha sido ampliamente usada en la detección de Babesia por su amplia 

estandarización 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 detección de la diversidad de patógenos, es fundamental que las secuencias 

objetivo pertenezcan a regiones lo suficientemente variables, lo que permite reconstruir 

historias filogenéticas con mayor precisión. En este contexto, las subunidades pequeñas del 

ARN ribosomal o 18S ARNr destacan como uno de los marcadores más utilizados, por tener 

una estructura ampliamente caracterizada, con nueve regiones considerablemente variables. 

Aunque estas regiones están presentes en todos los organismos y son altamente conservadas, 

presentan diferencias específicas entre eucariotas y procariotas que pueden ser útiles para 

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

En múltiples investigaciones, se han amplificado diferentes regiones del gen 18S ARNr, 

seleccionando fragmentos que varían en longitud y características específicas. Debido a estas 

diferencias, ha sido imprescindible desarrollar primers diseñados específicamente para las 

regiones objetivo de cada análisis(Hadziavdic et al., 2014a; Hong et al., 2009). Esto permite 

obtener fragmentos amplificados que sean apropiados para cumplir los fines del estudio, 

como la identificación de especies, el análisis filogenético o la detección molecular precisa 

de Babesia (Adaszek & Winiarczyk, 2008). 

1.2.1.1.4.1.3.1.2 Reacción en Cadena de la Polimeras por Polimorfismo de Longitud de los 

Fragmentos de Restricción (PCR-RFLP) 

Consecuentemente, las modificaciones de la PCR permiten la identificación de especies, o 

genotipos, y la diferenciación de piroplasmas. Por ejemplo, técnicas como PCR-RFLP 

(Reacción en Cadena de la Polimerasa por Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de 

Restricción) y las PCRs anidadas han sido usadas para diferenciar genotipos de B. vogeli y 

B.gibsoni (Jefferies, Ryan, & Irwin, 2007). Es así como, el diseño 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 Amplificación Isotérmica mediada por Bucles (LAMP) 

Por otra parte, técnicas como LAMP (Amplificación Isotérmica Mediada por Bucles) son 

usadas por su velocidad y especificidad para la detección de B.gibsoni, aplicando también 

técnicas como RLB o Ensayo de Hibridación en línea invertida son aplicados en estudios 

epidemiológicos que analizan el vector del patógeno principalmente (Ikadai et al., 2004). 

1.2.1.1.4.1.3.1.4 PCR en tiempo real  

Además, las técnicas cuantitativas como qRT-PCR permite la cuantificación de los niveles 

del patógeno en las muestras de sangre o tejido. La cantidad del producto final de PCR puede 

utilizarse para deducir el número inicial de moléculas objetivo y, a partir de ello, inferir los 

niveles de parásitos dentro de un hospedero. Este principio se basa en la amplificación 

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 parásito en la muestra con la carga parasitaria en el hospedero 

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

Aunque la PCR sea capaz de detectar una carga de 50 organismos /ml y 9 parásitos/ul, la 

PCR no detectará claramente el gen target cuando no se encuentren organismos en la muestra, 

o cuando la parasitemia sea muy baja o fluctuante (Matsuu et al., 2005). Es por esta razón 

que se han obtenido resultados falsos negativos en casos de Babesiosis crónica, y es esencial 

reconocer esta limitación al examinar posibles portadores y perros asintomáticos 

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

El secuenciamiento de próxima generación, corresponde a una tecnología avanzada que 

permite leer de manera simultánea y masiva las secuencias de nucleótidos de ADN o ARN. 

Facilita el análisis integral de genomas completos, transcriptomas y regiones específicas del 

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

Este tipo de secuenciamiento desempeña un papel fundamental en el diagnóstico de 

enfermedades infecciosas, ya que permite identificar y caracterizar patógenos de manera 

rápida, predecir resistencias a medicamentos y rastrear la propagación de infecciones 

(Didelot et al., 2012). Su capacidad para detectar microorganismos no cultivables, difíciles o 

imposibles de cultivar en laboratorios, amplía su utilidad frente a las limitaciones de métodos 

convencionales, lo mismo que la convierte en una herramienta versátil que supera las 

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

La tecnología de secuenciación Oxford Nanopore (ONT) pertenece a la categoría de tercera 

generación. Esta técnica permite realizar lecturas de secuencias de ADN o ARN que superan 

los 1 Mb, ofreciendo una capacidad de análisis masivo y detallado en comparación con otras 

tecnologías (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 proteína α-hemolisina, extraída de 

Staphylococcus aureus (Clarke et al., 2009). Una enzima motora (Ter) derivada de la 

polimerasa de ARN T7, unida al adaptador en la dirección 5´ facilita el desplazamiento de la 

cadena de ADN a través del poro durante el proceso de secuenciación. La identificación de 
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nucleótidos se basa en el paso de cada nucleótido a través de la proteína poro, lo que produce 

una alteración en la corriente iónica (Hu et al., 2021). 

En el caso específico de Babesia, la tecnología de secuenciación Oxford Nanopore, utilizada 

de forma independiente o en combinación con Illumina, se emplea para analizar amplicones 

de genes conservados en los piroplasmas, como el 18S ARNr, citocromo c oxidasa subunidad 

1 (coxI) y citocromo b (Cob). Estos fragmentos genéticos son clave para la identificación y 

caracterización de Babesia (Wang et al., 2022). Tras la amplificación de estos genes, la 

secuenciación empleando Oxford Nanopore permite obtener datos detallados que facilitan el 

análisis de la prevalencia y variabilidad genética de las especies de Babesia en diversas 

regiones. 

1.2.1.1.5 Tratamiento y prevención de Babesiosis canina 

1.2.1.1.5.1 Tratamiento  

El tratamiento de la babesiosis canina se ha centado en medicamentos antipiroplásmicos 

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 diamidínico, como el diminazeno, se ha asociado con efectos 

secundarios tóxicos. Aunque estos tratamientos pueden aliviar los signos clínicos de la 

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

En el caso de Babesia gibsoni, los tratamientos son aún más complicados debido a la 

resistencia del parásito. El uso de clindamicina ha mostrado cierto éxito al reducir la 

parasitemia, pero no elimina el parásito de manera definitiva. Sin embargo, una combinación 

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 clínica de los perros (Suzuki et al., 

2007).  

Más recientemente, la combinación de azitromicina y atovacuona ha sido utilizada, aunque 

algunos perros aún desarrollan resistencia debido a mutaciones en el gen del citocromo B 

(Jefferies et al., 2007; Matsuu et al., 2006). Además, estudios in vitro han explorado el uso 

de extractos de plantas con propiedades anti-babesiales, aunque aún no se han realizado 

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

1.2.1.1.5.2 Prevención de Babesiosis canina 

1.2.1.1.5.2.1 Control de vectores  

Para prevenir la babesiosis canina, es esencial evitar la exposición de los perros a las 

garrapatas mediante un control sistemático y bien planificado de ectoparásitos, especialmente 

en zonas endémicas. Se recomienda evitar áreas de vegetación 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 Vacunación 

Respecto a la vacunación, se han realizado estudios en ganado y otros animales. La mayoría 

de intentos se han enfocado en las babesias morfológicamente grandes como B. bovis, B. 

divergens y B.bigemina, vacunas atenuadas, vacunas que usan antígenos solubles 

(Montenegro-James et al., 1985) provenientes de cultivos in vitro y vacunas recombinantes 

((Barriga, 1994.; Palmer & Mcelwain, 1995.; Callow et al., s.f.). 

 



36 

 
 

1.2.1.2 Babesiosis canina y su riesgo zoonótico 

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 América 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 exposición humana debido a su participación en el ciclo 

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

Estas especies zoonóticas de Babesia son transmitidas por garrapatas del género Ixodes, las 

cuales requieren un hospedero vertebrado para completar su ciclo de vida. La transmisión 

hacia los humanos puede ocurrir a través de la mordedura de garrapatas infectadas (Piesman 

& Spielman, 1980), transfusiones sanguíneas contaminadas o de manera transplacentaria, de 

una madre infectada a su feto (Fox et al., 2006; Leiby, 2011; Lobo et al., 2013). 

Principalmente, la distribución geográfica de la babesiosis humana está vinculada a la 

presencia de estos vectores competentes, lo que determina el alcance y la dispersión de la 

enfermedad (Vannier & Krause, 2012). 
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2. CAPÍTULO II: INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA 

2.1 INTRODUCCIÓN  

La babesiosis canina es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género 

Babesia, los cuales infectan los glóbulos 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 patología puede manifestarse en forma aguda o crónica, 

con síntomas como fiebre, anemia hemolítica, letargia e ictericia, y en casos graves puede 

ser fatal (Irwin, 2010). Las especies de Babesia que afectan a los caninos se clasifican según 

el tamaño de los piroplasmas observados en frotis sanguíneos, formas grandes de Babesia 

(Babesia canis) y formas pequeñas (Babesia gibsoni, Babesia conradae, Babesia vulpes) 

(Cacciò et al., 2002). 

En términos de salud pública, aunque muchas especies de Babesia son específicas de sus 

hospederoes, algunas poseen un potencial zoonótico, como Babesia microti, que puede 

infectar a humanos (Bloch et al., 2019; Hildebrandt et al., 2007; Yabsley & Shock, 2013). 

Aunque las especies más comunes en perros, como Babesia vogeli, Babesia canis, y Babesia 

rossi no se consideran zoonóticas, su monitoreo y control son esenciales para la salud animal 

y la comprensión epidemiológica de la babesiosis canina (Irwin, 2009). 

El diagnóstico de la babesiosis en perros se realiza comúnmente mediante la observación 

microscópica de frotis sanguíneos, una técnica sencilla y accesible (Yabsley & Shock, 2013). 

Sin embargo, esta metodología tiene limitaciones, especialmente en infecciones crónicas o 

con bajas parasitemias, donde la cantidad de parásitos 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 patógeno en estas fases, superando las restricciones de 

los métodos serológicos y microscópicos (Olaya Martínez, 2015). Esto es particularmente 

importante para identificar infecciones subclínicas que, de no ser tratadas, pueden actuar 

como reservorios para la propagación del parásito. 

En Ecuador, la babesiosis canina ha sido escasamente explorada, a pesar de que las 

condiciones climáticas, como la elevada humedad y las altas temperaturas, favorecen la 

proliferación y propagación del vector. Según datos del Ministerio de Salud Pública (2024) 

las enfermedades transmitidas por vectores constituyen un desafío creciente, especialmente 

en regiones tropicales y costeras. Sin embargo, la información específica sobre la incidencia 

de Babesia en perros en el país es limitada, lo que resalta la necesidad de encaminar estudios 

moleculares para caracterizar las especies presentes y comprender su dinámica 

epidemiológica (Marsch Martínez et al., 2009; Olaya Martínez, 2015). 

Este proyecto tiene como propósito principal realizar la detección molecular de Babesia en 

muetras de sangre perros, y explorar la posibilidad de identificar las especies de este parásito 

mediante secuenciamiento de amplicones utilizando le tecnología de Oxford Nanopore. En 

este trabajo se ahondará en los detalles técnicos y metodológicos para reflexionar acerca de 

los métodos correctos para la detección molecular de Babesia, y las dificultades que 

surgieron en relación con la metodología empleada durante el desarrollo del proyecto. 
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2.2 METODOLOGÍA 

2.2.1 Muestras analizadas 

Se analizaron un total de 363 muestras de sangre no coagulada de perros que se mantenían 

almacenadas en el laboratorio de genómica de la USFQ.  Estas muestras fueron previamente 

recolectadas por otros investigadores, utilizando EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético) 

para evitar la formación de coágulos. Luego, las mismas muestras se almacenan a -20 °C 

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

Las muestras de sangre venosa son consideradas confiables para detectar Babesia porque este 

parásito infecta principalmente los glóbulos rojos. Este tipo de muestra permite realizar 

análisis mediante técnicas moleculares, serológicas o microscópicas con alta precisión 

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

2.2.2 Extracción de ADN a partir de muestras de sangre  

De las 363 muestras de sangre, se extrajo ADN de 20 muestras, ya que las demás ya habían 

sido previamente extraídas y almacenadas. En esta etapa del proceso básicamente se utilizó 

el ADN de las muestras de sangre que fueron procesadas anteriormente. Como protocolo 

general, las muestras de sangre fueron descongeladas y homogeneizadas mediante agitación 

en vórtex durante 10 segundos antes de iniciar el proceso de extracción de ADN. Para ello, 

se utilizó el kit comercial PureLink® Genomic DNA, diseñado específicamente para la 

extracción de material genético de sangre nucleada o no nucleada. A continuación, se detalla 

el procedimiento de extracción y purificación de ADN llevado a cabo con este kit. 

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

consistió en preparar un lisado a partir de sangre nucleada y no nucleada. Para ello, se 
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tomaron 200 µl de sangre en un tubo de microcentrífuga estéril. En caso de usar un volumen 

inferior, se ajustó hasta 200 µl con solución PBS (solución salina tamponada con fosfato), tal 

como indica el protocolo. Luego, se añadieron 20 µl de proteinasa K y 20 µl de ARNasa, 

mezclando brevemente con un vórtex 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 

formulación de buffer adecuada, proporciona una actividad enzimática óptima. Además, la 

enzima ARNasa permite la degradación de ARN presente en la muestra, minimizando la 

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

Posteriormente, se agregaron 200 µl de buffer de lisis/unión que permite una mejor unión de 

los ácidos nucleicos a la columna, y se agitó la mezcla con un vórtex hasta que la solución 

fuera homogénea. Esta mezcla se incubó a 55 °C durante 10 minutos para favorecer la 

digestión de proteínas. A continuación, se incorporaron 200 µl de etanol al 96%-100%, lo 

cual promovió la adsorción del ADN a la membrana de sílice de la columna y ayudó a 

desnaturalizar proteínas y otros contaminantes. Tras un vórtex rápido de 5 segundos, el lisado 

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

En la etapa de unión del ADN a la membrana de sílica, se cargaron 700 µl del lisado en la 

columna PureLink® y se centrifugó a 10,000 RCF durante 1 minuto a temperatura ambiente. 

Luego, se descartó el tubo colector y se colocó la columna en uno nuevo. La etapa de lavado 

comenzó añadiendo 500 µl de buffer de lavado 1, que contiene sales que eliminan 

contaminantes como proteínas, lípidos y otras moléculas; seguido de centrifugación a 10,000 

RCF por 1 minuto. Después, se añadieron 500 µl 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 descartó el tubo colector (PureLink® Genomic DNA Kits, 

EE. UU.). 

Para la elución del ADN que en este punto se encuentra unido a la membrana de sílica, la 

columna se colocó en un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. Se añadieron 100 µl de buffer 

de elución PureLink®, incubando a temperatura ambiente durante 1 minuto, seguido de una 

centrifugación a 20,000 RCF por 1 minuto. Este paso se repitió añadiendo nuevamente 100 

µl de buffer de elución, centrifugando por 1.5 minutos. Al terminar, se recuperó 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 congelación y descongelación, que podrían degradar el material genético y 

disminuir su calidad. Alternativamente, se pueden preparar alícuotas para un manejo más 

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

2.2.3 Detección molecular de β-actina en muestras de sangre  

Una vez completada la extracción de ADN de las muestras de sangre de caninos, se procede 

a realizar una PCR convencional para amplificar el gen de β-actina. Este gen es ampliamente 

utilizado como gen de referencia en estudios moleculares, ya que actúa como un control 

interno en las reacciones de PCR, asegurando que el sistema de amplificación funcione de 

manera óptima. En esta investigación, la elección de este gen está respaldada por 

investigaciones previas (Peleg et al., 2010), y su uso en este estudio se realizó siguiendo 

protocolos establecidos, como el descrito por Hopwood et al. (1999). 
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Esta PCR convencional usa primers específicos diseñados para la amplificación de un 

fragmento del gen que codifica para la β-actina.  Además, la amplificación del gen se realiza 

utilizando la ADN polimerasa proporcionada por Promega; y se lleva a cabo en un volumen 

de reacción de 10 µl que contenía 0.05 µl de taq polimerasa Promega, 0.5 µl de cada cebador, 

sentido y antisentido, 2.5 µl de buffer verde de reacción Promega, 0.75 µl de cloruro de 

magnesio (MgCl2), 0.25 µl de desoxirribonucleótidos, 1 µl de ADN molde y 4.45 µl de agua 

ultrapura para biología molecular. En caso del control negativo, no se añadió ADN molde. 

Las condiciones usadas en el termociclador para el proceso de amplificación, fueron las 

siguientes (ver Tabla 1):  

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial   95°C 2 min 1X 

Desnaturalización 95°C 30 seg   

35X Hibridación 45°C 50 seg 

Extensión 72°C 1 min/Kb 

Extensión final  72°C 5 min 1X 

Tabla 1. Programa y condiciones del termociclador para la amplificación del gen β-actina en muestras de sangre 

de caninos  

Por otra parte, la amplificación del gen β-actina también se utilizó para la práctica y 

entrenamiento en PCRs convencionales, basadas en el análisis de cinco folículos capilares 

distintos, sin poner en riesgo las muestras de sangre canina. Esta implementación al estudio 

no solo sirvió para garantizar la confiabilidad del sistema de PCR, sino también para 

desarrollar y perfeccionar las habilidades técnicas necesarias para ejecutar procedimientos 

de detección molecular, como la preparación y realización 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. Además, trabajar inicialmente con este procedimiento, 

permitió minimizar errores técnicos en las etapas de amplificación, reduciendo el riesgo de 

obtener resultados falsos positivos o negativos en las muestras objetivo. 

2.2.4 Detección molecular de Babesia spp.  

Durante el desarrollo de la metodología, el procesamiento de las muestras se enfocó en la 

detección molecular de Babesia. Para ello, se llevó a cabo la amplificación de un fragmento 

específico del gen 18S ARNr, con una longitud de 942 pb, lo que permitió confirmar la 

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

El análisis por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la primera prueba y detección 

de Babesia spp. se realizó utilizando un kit comercial y optimizado disponible (AccuPower® 

Babesia, República de Corea). El kit AccuPower® Babesia PCR es capaz de detectar 17 

especies del género Babesia en sangre de animales infectados con este hemoparásito, 

proporcionando una alta sensibilidad hasta el límite de detección de 10 copias de Babesia 

ovate. Este kit se empleó como herramienta para la primera prueba molecular y detección 

molecular de Babesia en muestras de sangre de perros. 

El kit AccuPower® Babesia PCR se utilizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

para detectar un fragmento de 942 pb correspondiente al gen 18S ARNr del hemoparásito. 

Cada tubo de reacción del kit contiene una mezcla liofilizada con los componentes esenciales 

para la PCR, como ADN polimerasa, dNTPs (desoxirribonucleótidos), secuencias de 

cebadores, buffer de reacción, cloruro de magnesio, y agentes estabilizantes y de liofilización 

(AccuPower® Babesia, República de Corea). 
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En este proceso, no se utilizó DEPC (agua de dietilpirocabonato), que actúa como 

estabilizador y ayuda a eliminar nucleasas como ARNasas, ya que los reactivos del kit están 

libres de estos contaminantes. Además, 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 añadió 20 µl de agua ultrapura. En el caso del control negativo, solamente se 

añadió 20 µl de agua ultrapura a cada uno de los tubos de premix de PCR. Posteriormente, 

se añadió 2 µl del ADN de la muestra de sangre a cada tubo, y para el tubo de premix del 

control positivo, se incorporaron 2 µl de control positivo de ADN de Babesia diluido 1:10 

(AccuPower® Babesia, República de Corea). 

La detección 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 detección molecular identifica varias 

especies del género Babesia, y el procedimiento y su función 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, República de Corea). 

En esta PCR convencional, se utilizan primers diseñados para su región 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, República de Corea). 
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La detección molecular de Babesia spp. se realizó utilizando la polimerasa de ADN Taq 

Platinum® (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). La amplificación por PCR se llevó a cabo 

en un volumen de reacción de 10 µl, en donde se usaron los siguientes reactivos con 

concentraciones en específico:  0.45U de Taq Platinum ADN polimerasa, 0.4 µM de cada 

cebador sentido y antisentido, buffer de reacción a concentración 1X, 2 mM de cloruro de 

magnesio, 0.2 mM de desoxirribonucleótidos. Asimismo, el volumen de ADN molde fue de 

1 µl y 6.5 µl de agua ultrapura para biología molecular. No se añadió ADN molde al tubo de 

control negativo. De manera similar, para el control positivo, se añadió 1 µl de ADN de 

muestras positivas o controles positivos para Babesia spp. incluidos en el kit AccuPower® 

Babesia PCR de Bioneer (AccuPower® Babesia, República de Corea). Las condiciones de 

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

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial   94°C 2 min 1X 

Desnaturalización 94°C 30 seg   

35X Hibridación 55°C 1 min 

Extensión 72°C 1 min/Kb 

Extensión final  72°C 5 min 1X 

Tabla 2. Programa y condiciones del termociclador para la detección 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 µl de amplicones. Los amplicones generados por la 

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

agarosa al 1.5% de grado molecular, debido al tamaño del fragmento de ADN de Babesia a 
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detectar (942 pb), la cuál es una concentración ideal para fragmentos de tamaño mediano. Se 

utilizaron 4 µl de amplicón y 1 µl 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 tensión y voltaje correspondiente a100V. 

2.2.4.1.2 Ensayo de secuenciamiento de amplicones utilizando la tecnología Oxford 

Nanopore para identificar especies de Babesia  

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

spp. fueron seleccionadas para procedimientos de secuenciación mediante Oxford Nanopore 

Technologies. 

El proceso de secuenciación comienza con la preparación de bibliotecas, donde se 

acondicionan los extremos del ADN para facilitar la adhesión de adaptadores y códigos de 

barras (barcodes) correspondientes. Para este procedimiento se utilizaron los reactivos del kit 

"NEBNext Ultra II End Repair / dA-tailing". Cada tubo de PCR contenía 200 fmol de ADN 

por muestra, 1 µl de control de ADN previamente diluido, 1.75 µl de Buffer de Reacción 

Ultra II End-prep y 0.75 µl del mix de enzimas Ultra II End-prep (Oxford Nanopore 

Technology, EE. UU.). 

Tras la incubación 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 vórtex. Se añadieron 15 µl de perlas magnéticas AMPure XP a cada tubo con el 

mix de preparación de extremos de ADN y se incubaron a temperatura ambiente por cinco 

minutos. Después, los tubos fueron centrifugados para formar un pellet de perlas magnéticas, 
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el cual se colocó en un rack magnético para pipetear el sobrenadante (Oxford Nanopore 

Technology, EE. UU.). 

Los beads se lavaron con 200 µl de etanol al 80%, asegurándose 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 µl de agua libre de nucleasas. Tras una 

breve centrifugación, se incubó por dos minutos a temperatura ambiente (Oxford Nanopore 

Technology, EE. UU.). 

Es así que, las perlas magnéticas AMPure XP funcionan mediante un mecanismo de afinidad 

que permite separar fragmentos de ADN en función de su tamaño, logrando purificar el ADN 

y separarlo de códigos de barras no ligados, fragmentos de ADN cortos y otros reactivos que 

podrían interferir en pasos posteriores del proceso de secuenciación (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 precisión de 

los resultados, estas muestras se normalizaron a concentraciones de 20 ng/µl (Oxford 

Nanopore Technology, EE. UU.). 

La preparación de la biblioteca se basó 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 

ligación para unir adaptadores específicos a los extremos de las moléculas de ácidos 

nucleicos, permitiendo que sean reconocidas por los poros de la plataforma de secuenciación. 
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Oxford Nanopore Native Barcoding Kit 96 V14 fue diseñado para etiquetar múltiples 

muestras con códigos de barras específicos, lo que posibilita una secuenciación simultánea. 

Por otra parte, el Ligation Barcoding Kit se utilizó para realizar un proceso de secuenciación 

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

Este kit asigna identificadores únicos, conocidos como códigos de barras moleculares, a cada 

una de las muestras positivas para Babesia. De esta manera, cada secuencia generada durante 

la secuenciación puede ser rastreada y asociada con su muestra de origen, asegurando una 

identificación precisa y eficiente dentro del mismo experimento (Oxford Nanopore 

Technology, EE. UU.). Finalmente, se colocaron 200 fmol, aproximadamente 11.5 µl de 

amplicón, en una celda de flujo FLO-MIN114 R.10 en el secuenciador GridION GXB04074.   

Las lecturas generadas se procesaron con el software MinKNOW 24.02.16, el mismo que 

controla el dispositivo de secuenciación por nanoporos, recopilando datos de secuenciación 

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 parámetros especificados al inicio del análisis. El 

principio de la herramienta se basa en la clasificación y reorganización de los amplicones 

según su similitud y longitud con las secuencias de referencia. Considerando el tamaño del 

gen de interés utilizado para detectar Babesia spp., los parámetros 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 versión 11.0 para análisis 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 utilizó el software TABLET® (James Hutton Institute, 2021), que permite cargar datos 

generados por una plataforma de secuenciación (en formatos BAM o SAM) y visualizar 

cómo 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 más 

gráfica 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 realizó utilizando el software MEGA versión 11.0 y 

la herramienta CLUSTAL W. La construcción del árbol filogenético y el análisis de distancia 

evolutiva se llevaron a cabo utilizando el algoritmo de Máxima Verosimilitud (ML), que 

describe un modelo de sustitución de nucleótidos y se considera un método muy preciso al 

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

2.3 RESULTADOS OBTENIDOS 

 

2.3.1 PCR utilizando los cebadores específicos que amplifican un fragmento del 18S 

ARNr de Babesia 

Un total de 363 muestras de sangre canina fueron analizadas utilizando el PCR para la 

detección de Babesia spp., específicamente mediante la amplificación de un fragmento de la 
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secuencia que codifica para el gen 18S ARNr. De estas, 28 (7.70%) muestras mostraron una 

amplificación 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 

más 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 tamaño de aproximadamente 1000 pb y la otra 

que presenta un tamaño de 500 pb, como se muestra en el amplicon 77 (ver Figura 1). Estas 

bandas podrían o no pertenecer a especies de Babesia, y es por esto que se decide analizar 

este factor en procedimientos posteriores.  

Figura 1. Gel de electroforesis 1 de PCR convencional para la detección 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 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 



51 

 
 

la muestra G079 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 demás muestras que fueron consideradas positivas (V9C, V12, V15D, 

V15C, V8B, V9B, V9D, V13), reflejan algunas bandas de intensidad variable, lo que podría 

señalar diferencias en la concentración inicial de ADN o en la eficiencia de la amplificación 

(ver Fig. 2). 

 

Figura 2. Gel de electroforesis 2 de PCR convencional para la detección 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 posición esperada, indicando resultados positivos, mientras que el carril control negativo 

(C-) no muestra amplificación, confirmando ausencia de contaminación. 

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

amplifican una banda clara, justamente en el tamaño del gen 18S ARNr deseado (ver Fig.3).  
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Figura 3.  Gel de electroforesis 3 de PCR convencional para la detección 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 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 

amplificación, confirmando ausencia de contaminación. 

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.). 
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Figura 4. Gel de electroforesis 4 de PCR convencional para la detección 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 ARNr. El carril 

S20A, que pertenece a la muestra S20A tiene una banda en 942 pb muy tenue y casi indistinguible, pero que 

podría resultar positiva para Babesia spp. 

 

Figura 5. Gel de electroforesis 5 de PCR convencional para la detección 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 V59 

también muestra una banda muy tenue en el tamaño del fragmento del gen de interés. Mientras que el carril 

control negativo (C-) no muestra amplificación, confirmando ausencia de contaminación. 

Finalmente, también se considera positiva la muestra T7A, que, a pesar de presentar bandas 

inespecíficas, refleja una banda clara en el tamaño del fragmento de 18S ARNr deseado (ver 

Fig. 6). 
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Figura 6. Gel de electroforesis 6 de PCR convencional para la detección 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 más bandas 

inespecíficas. Mientras que el carril control negativo (C-) no muestra amplificación, confirmando ausencia de 

contaminación. 
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2.3.2 Ensayo de secuenciamiento de amplicones e identificación 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 óptimos para el proceso de secuenciamiento (ver Fig.1). De los cinco 

amplicones secuenciados, el amplicon G079 (barcode 31) es el único que generó 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 hemoparásito.  

2.3.2.1 Análisis de amplicones positivos en la herramienta Amplicon Sorter  

La secuencia generada por el amplicón G079 fue capaz de generar una secuencia consenso, 

perteneciendo a la muestra G079. Este hecho fue analizado más a detalle con el Amplicon 

Sorter y su herramienta de histogramas. En los histogramas, el patrón de distribución de 

tamaños 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 

número insuficiente de lecturas en el rango de tamaño de interés (900-1000 pb), es decir, la 

cantidad de reads obtenidos no alcanza la cobertura mínima necesaria para generar una 

secuencia consenso confiable. Cuando la cobertura es menor a 10x-15x e impide la 

corrección de errores y la reconstrucción precisa del fragmento, se genera un número 

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 generación 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 mostró una distribución de tamaños de lecturas 

que favoreció la construcción de una secuencia consenso confiable. La cantidad y calidad de 

lecturas dentro del rango esperado permitió una reconstrucción precisa del fragmento de 942 

pb del gen 18S ARNr, minimizando el impacto de errores de secuenciación. En la Figura 8, 

se observa cómo la distribución de longitudes de lecturas en el barcode 31 difiere de los 

restantes, mostrando una mayor concentración en el intervalo adecuado. 

Además, la distribución en color verde revela que una gran cantidad de lecturas corresponden 

a fragmentos menores a 1 kb, lo que puede representar un desafío en la generación del 

consenso. La predominancia de lecturas cortas en algunos barcodes podría explicar la 

dificultad en la reconstrucción de la secuencia.  

Para complementar el análisis es necesario estudiar los valores de N50 de cada histograma. 

El N50 es una métrica utilizada en secuenciación para evaluar la calidad y distribución 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 favoreció 

la obtención de una secuencia consenso en el barcode 31; a diferencia de los demás barcodes 

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

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

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

parámetros como el número total de lecturas, el rango de tamaño del fragmento del gen en pb que se desea 

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

de color verde representan la frecuencia y número de lecturas que pertenecen al tamaño del fragmento del gen 

18S ARNr deseado. Las líneas de color rojo entrecortadas representan los parámetros de límites superior o 

A) B) C) 

D) E) 
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inferior establecidos en los requerimientos. A) Barcode 29, rango de tamaño 900-1000 pb B) Barcode 30, 900-

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

En la muestra G076 (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 número de lecturas fue insuficiente para generar una 

secuencia consenso, lo que indica que la muestra G076 no resultó positiva para Babesia spp. 

Al no contar con una secuencia consenso, se realizó un análisis individual de las lecturas, en 

el que se aclaró que la banda de aproximadamente 1000 pb pertenecía ADN del hospedero, 

organismo Canis familiaris (ver Fig. 8). En cambio, las bandas de 500 pb fueron producto de 

una contaminación y se identificaron como Leptospira interrogans.  

 

Figura 8. Generación de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 29. A) Barcode 29, rango de 

tamaño 400-600 pb. B) Barcode 29, 900-1000 pb 

A) 
B) 
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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 generó una secuencia consenso óptima para el análisis, y al utilizar la 

herramienta BLAST del NCBI, los resultados apuntaron a Leptospira spp. Esto sugiere una 

contaminación en la herramienta de secuenciación 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.  

 

Figura 9. Generación de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 30. A) Barcode 30, rango de 

tamaño 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 

A) B) 
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500 pb, la herramienta Amplicon Sorter logró generar una secuencia consenso que, tras un 

análisis con BLAST del NCBI, también indicó contaminación por Leptospira interrogans. 

Por otro lado, para la banda de aproximadamente 1000 pb se logró identificar como ADN del 

hospedero, siendo este Canis familiaris (ver Fig 10.). 

 

Figura 10. Generación de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 32. A) Barcode 32, rango de 

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

Por último, en la muestra G082 (barcode 33), se identificaron dos bandas de tamaños 

diferentes: una alrededor de 1000 pb y otra en un rango de 600–700 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 número de lecturas no fue suficiente 

para generar una secuencia consenso, lo que indica que la muestra G082 no resultó positiva 

para Babesia spp. (Ver Fig 11). De igual manera que en el resto de muestras, la banda de 500 

A) 
B) 
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pb se identificó como contaminación por Leptospira interrogas, mientras que la banda de 

1000 pb se identificó como ADN del hospedero, Canis familiaris. 

 

Figura 11. Generación de histogramas a partir de Amplicon Sorter, Barcode 33. A) Barcode 33, rango de 

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

2.3.2.2 Software Tablet Viewer ® 

Para el análisis de los alineamientos de las secuencias obtenidas se utilizó el software Tablet 

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

gráfica diseñada para explorar datos genómicos y transcriptómicos, y analizar ensamblajes y 

alineamientos basados en secuenciamiento de próxima generación. Este software fue usado 

con el propósito específico de verificar si los de fragmentos obtenidos para cada barcode, con 

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

para la detección de Babesia, efectivamente coincidían con secuencias de Babesia spp. 

A) B) 
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Por secuenciamiento y análisis de las secuencias con BLAST® se puede observar que todos 

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

diferente. 

 

 

 

 

 

 

 

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

muestra G077. A) La secuencia mostró una identidad del 100% (411/411 pb) sin gaps con el cromosoma I 

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 

contaminación con Leptospira interrogans en la muestra, en lugar de la detección esperada de Babesia spp. B) 

Visualización del alineamiento de BLASTn de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 500 

pb en la muestra G077 contra el cromosoma I completo de Leptospira interrogans cepa Salinem (Accession 

A) 

B) 
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ID: CP130644.1). La región alineada está representada en color rojo, indicando una coincidencia exacta dentro 

de la secuencia de referencia. La ubicación 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 contaminación en la muestra o una amplificación inespecífica 

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

 

 

 

 

 

 

 

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 ID: 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 comparación, lo que confirma que el fragmento 

A) 

B) 
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secuenciado corresponde a Leptospira interrogans, sugiriendo contaminación por esta bacteria en la muestra 

analizada. B) Visualización 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 ID: 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 contaminación con Leptospira 

interrogans en la muestra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Resultados del BLAST para las lecturas con un tamaño 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 

A) 
B) 
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Canis familiaris, lo que podría indicar la presencia de ADN del hospedero en los fragmentos analizados. B) 

Visualización 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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, tratándose del patógeno Babesia canis vogeli. B) Visualización del alineamiento de 

BLASTn de la secuencia consenso generada a partir del fragmento de 946 pb en la muestra G079 con la 

A) B) 
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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 excepción de uno, muestran un bajo número 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 región más 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 amplicón 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 último, el amplicón 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 conclusión, 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 análisis del amplicón G079 correspondiente al barcode 31 mostró resultados 

prometedores con respecto a la identificación de Babesia spp. Se analizan un total de 2016 

lecturas, y al realizar la comparación de esta secuencia con la referencia del gen 18S ARNr 

de Babesia spp, se observó que el barcode presentó solo un 2% de mismatches, en donde se 

observaron deleciones, inserciones y sustituciones (ver Fig. 17). Consecuentemente, se 

generó una cantidad significativa de lecturas que se alinearon correctamente con el fragmento 

objetivo (ver Fig. 16). 

Figura 16. Interfaz de TABLET Viewer Genome® para el barcode 31. El sombreado más oscuro de color 

azul, sobre las lecturas rastrea todas las lecturas en la misma posición de nucleótido que se desea analizar. La 

lectura que se encuentra directamente debajo del mouse se resalta y se resume en la información sobre 

herramientas, junto con una representación gráfica de su secuencia. La figura muestra un análisis de similitudes 

y generación de mismatches entre la secuencia de referencia y la secuencia de interés (barcode 31).  
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Figura 17. Visualización de mismatches muestra G079 barcode 31 Tablet Viewer Genome®. 

Representación de variantes entre las lecturas generadas del barcode 31 y 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 Verificación de la identificación de la especie de Babesia encontrada en la 

muestra G079 mediante la construcción de un cladograma.  

Para verificar la identificación de la secuencia encontrada se construyó un cladograma. 

utilizando el el software MEGA 11.0, que presenta las relaciones evolutivas entre la 

secuencia de la muestra G079 y otras secuencias del fragmento del gen 18S ARNr de Babesia 

vogeli, previamente publicadas y pertenecientes a diversos estudios. Para la generación del 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Construcción de cladograma para la identificación 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 análisis se basa en el algoritmo del modelo estadístico 

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

del piroplasmido Theileria birconis. 

2.4 DISCUSIÓN 

 

Esta investigación se enfoca en el análisis de muestras clínicas sanguíneas de canes para la 

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

análisis de especímenes clínicos ayuda a detectar el patógeno y puede incluso reflejar la carga 
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parasitaria en un contexto natural, permitiendo estudiar la interacción del hemoparásito 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 comparación con el del patógeno, interfiriendo 

con la detección del mismo y dificultando la amplificación y la interpretación de resultados 

(Oyola et al., 2013; Auburn et al., 2011). A pesar del desarrollo de métodos alternativos para 

resolver la escasez de material genético, la contaminación por ADN del hospedero sigue 

siendo un desafío importante, especialmente en patógenos difíciles de cultivar in vitro (Aird 

et al., 2011). 

Consecuentemente, para superar este problema, se requiere hacer uso de métodos de 

extracción y purificación de ADN altamente eficientes, que minimicen la contaminación por 

ADN del hospedero, y que garanticen la calidad del material genético extraído. Este factor 

es crucial para mejorar la detección de microorganismos patógenos y asegurar la 

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

En el contexto de este estudio, se seleccionó el kit PureLink® Genomic DNA de Invitrogen 

para la extracción 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 extracción QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) representa una alternativa fiable que logra reducir interferencias como el ADN del 

hospedero, garantizando la extracción 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 detección de Babesia en caninos (Adaszek & Winiarczyk, 2008b; 

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

Asimismo, se generan problemas en el método de detección molecular de Babesia spp. en 

donde en algunos casos se detectó la aparición de productos de amplificación no deseados o 

ausencia de bandas. A pesar de estos inconvenientes, en algunos casos la amplificación por 

reacción de PCR puede generar bandas claras y del tamaño esperando, garantizando un 

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

La aparición de productos inespecíficos depende de los efectos relativos de varios parámetros 

en la amplificación de productos de PCR no específicos (Rubin & Levy, 1996). Un factor 

que afecta la especificidad de la PCR es el desajuste del cebador con el ADN molde durante 

la hibridación, la longitud del cebador, el contenido de GC en los cebadores (Benita, 2003), 

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

La generación de productos cortos e inespecíficos depende de la unión de los cebadores a 

secuencias complementarias similares o a sí mismos. Las amplificaciones no específicas que 

suceden etapas tardías del ciclo y en bajas concentraciones no suelen ser problemáticas. Sin 

embargo, si se produce al inicio o con demasiados ciclos, los productos no deseados pueden 

alcanzar concentraciones altas y dificultar la interpretación de los resultados (Bentolab, s.f; 

Fraga et al., 2014). 

Además, el éxito de la reacción de PCR depende de las condiciones físicas y químicas de sus 

componentes. Los iones de Mg²⁺ desempeñan un papel fundamental al encargarse de 
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estabilizar la unión entre los cebadores y la cadena de ADN molde, reduciendo las 

repulsiones electrostáticas entre las cadenas de ADN cargadas negativamente. El magnesio 

actúa como cofactor de la enzima polimerasa, controlando su estabilidad y fiabilidad, 

afectando directamente la sensibilidad de la PCR. Por otro lado, para evitar productos 

inespecíficos y maximizar el rendimiento de la reacción, también es crucial seleccionar 

adecuadamente las temperaturas y tiempos en cada etapa del ciclo de amplificación (Reidar 

Anderson, 2008). 

Para reducir estos problemas, es necesario optimizar la reacción a partir de un ajuste en las 

concentraciones de reactivos o las condiciones de ciclaje de la PCR. Las bandas inespecíficas 

aparecen por una baja rigurosidad en la reacción; es por esto que se debería elegir condiciones 

de PCR que la potencien. Asimismo, es necesario evaluar el contenido de guaninas-citosinas 

en el producto de PCR (Lorenz, 2012). 

Además de la optimización del protocolo, existen herramientas predictivas para mejorar la 

eficacia de la PCR. Estos sistemas predictivos detectan fallos en la PCR, como la generación 

de productos inespecíficos, o la falta de amplificación de una banda específica. Este método 

predictivo constituye una combinación de herramientas bioinformáticas como 

GenomeMasker y GenomeTester para el análisis de datos genómicos. Además, hace uso de 

algoritmos predictivos que implementan modelos estadísticos para predecir las 

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

En cambio, la detección molecular de Babesia spp. tiene como factor clave la selección 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 detección de piroplasmas como Babesia 

y Theileria. 

El fragmento de 942 pb del gen 18S ARNr utilizado en el kit AccuPower Bioneer para la 

detección de Babesia ofrece una combinación óptima 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 precisión en la identificación del patógeno (Gonzalez And & Schmickel, 1986; 

Bhoora et al., 2009).   

Sin embargo, la amplificación por PCR usando este marcador molecular puede ser poco 

sensible en casos de parasitemia casi indetectable o por uso de cebadores no específicos para 

las cepas locales de Babesia (Kounosu et al., 2019). La homología del gen 18S ARNr con 

otras especies de protozoarios o variaciones de Babesia puede dificultar la detección precisa 

de todas las cepas en las muestras de sangre de caninos (Hillis & Dixon, 1991).  Además, un 

fragmento largo requiere de ADN intacto y de alta calidad, lo que puede dificultar la 

amplificación si el ADN está fragmentado o es escaso (Ficetola et al., 2024). Anteriores 

indagaciones relacionadas con el género Babesia se han basado en la detección molecular de 

fragmentos pertenecientes al gen 18S ARNr más pequeños (̴ 400-550 pb) en comparación 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 detección de Babesia, su alta 

conservación en ciertas regiones puede dificultar la diferenciación entre especies 

filogenéticamente cercanas. En tales casos, la reacción de PCR debe complementarse con 
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técnicas de secuenciación o amplificando genes marcadores alternativos que permitan una 

identificación más precisa. Asimismo, explorar fragmentos complementarios del gen 18S 

ARNr, como las regiones hipervariables V4, V7 o V9, puede facilitar la detección molecular 

del patógeno y proporcionar una identificación más 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 amplificación 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 clínicas, como la proteína 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 

resolución taxonómica entre especies de Babesia spp. (Krawczak et al., 2023; Qurollo et al., 

2017a). Estas estrategias complementan el análisis molecular tradicional y amplían las 

posibilidades de identificación precisa de patógenos. 

A su vez, es posible usar genes marcadores mitocondriales como cox-1 (citocromo c oxidasa 

subunidad I), cox-3 (citocromo c oxidasa subunidad III) (Qurollo et al., 2017), COI 

(citocromo oxidasa subunidad I) y Cytb (citocromo B) que indican el origen de los haplotipos 

de Babesia, así mismo como su temporalidad, ayudando a identificar variantes del gen 

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

El diagnóstico de Babesia spp. a partir de microscopía no permite distinguir entre especies y 

subespecies del patógeno; y los ensayos serológicos disponibles para piroplasmidos son 
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escasos. Por consiguiente, se recurre a un diagnóstico basado en técnicas moleculares como 

PCR convencional, PCR en tiempo real (qPCR), PCR anidada, y secuenciación (Birkenheuer 

et al., 2003b). 

Una reacción de PCR convencional que se optimiza rigurosamente asegura la eficiencia de 

amplificación del fragmento largo de 942 pb del gen 18S ARNr, en especial si se analizan 

muestras clínicas con bajas cargas parasitarias o material genético de baja calidad. 

Consecuentemente, existen distintas alternativas metodológicas que presentan una mayor 

sensibilidad a la detección de Babesia spp. y que son técnicas alternas a una PCR de punto 

final. Implementar PCRs en tiempo real ha permitido la identificación de Babesia spp. en 

muestras con valores bajos de parasitemia. Por otra parte, para llegar a un enfoque más 

especializado en base a la identificación de subespecies de Babesia en caninos (Babesia canis 

vogeli, Babesia canis canis, Babesia canis rossi) ha sido fundamental establecer métodos de 

detección molecular basados en PCRs anidadas y semi-anidadas. 

Respecto a la identificación molecular de Babesia spp., fue llevada a cabo usando la 

tecnología de Nanopore, desarrollada por Oxford Nanopore Technologies. Al ser un método 

óptimo para la identificación 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 amplificación de un fragmento de 942 pb del gen 18S ARNr, 

la tecnología Illumina tiene una alta sensibilidad, permitiendo detectar variantes de Babesia 

spp. en muestras con baja carga parasitaria. Además, su alta especificidad y baja tasa de error, 

garantiza una identificación precisa del hemoparásito (Illumina, 2020). En relación a este 
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estudio, su aplicabilidad permitiría identificar coinfecciones de Babesia en una misma 

muestra sanguínea (Eichenberger et al., 2017). Sin embargo, debido a que genera lecturas 

cortas, su aplicación podría no ser la más adecuada para secuenciar fragmentos más largos 

como el estudiado en esta investigación, ya que requeriría un ensamblaje posterior para 

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

Seguidamente al proceso de secuenciación, 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. El uso de Amplicon Sorter permitió clasificar 

y analizar las secuencias de ADN obtenidas mediante Oxford Nanopore Technologies 

(ONT), además de organizar las lecturas obtenidas de acuerdo a las características requeridas 

del producto de la amplificación, facilitando la identificación de variantes genéticas. 

En algunas muestras se identificaron problemas de contaminación cruzada que posiblemente 

fueron derivados del proceso de secuenciación o del flow cell empleado en ese momento 

(Cibulskis et al., 2011; Yin et al., 2019). La contaminación fue identificada como material 

genético de Leptospira spp, lo que se debió al uso de la misma flow cell en donde se habían 

cargado distintos amplicones, de distintas muestras y destinados a la detección molecular de 

diversos patógenos. La eficiencia de la herramienta Amplicon Sorter depende en gran medida 

de la calidad de las lecturas generadas por el proceso de secuenciamiento, requiriendo además 

una preparación de librerías adecuada que no comprometa a los resultados posteriores 

(Vierstraete & Braeckman, 2022). 

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

más sensibles que permitan obtener mejores resultados. En este contexto, una alternativa 
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viable es usar el método de captura por hibridación o captura por secuencia dirigida. Este 

enfoque utiliza sondas específicas 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 facilitaría la secuenciación de regiones con alto contenido de guanina-

citosina, mejorando la detección de variantes genéticas y coinfecciones, evitando 

interferencias con el ADN del hospedero u otros patógenos.  

El uso de estas tecnologías y nuevos métodos de detección es relevante debido al impacto 

zoonótico que representa la babesiosis en la actualidad. El 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 compañía, 

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 humana y 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 transmisión activa desde animales domésticos y 

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

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos están determinadas por la 

distribución geográfica de los vectores y sus hospederos (Rojas et al., 2014). Entre las 

principales especies patógenas para canes se encuentran Babesia canis, Babesia rossi y 
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Babesia vogeli. Aunque Babesia spp. tiene una distribución global, Babesia vogeli es la única 

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 distribución en países como Brasil, Venezuela, Argentina, Perú y 

Ecuador (Di Cataldo et al., 2020).  

La prevalencia de la babesiosis canina suele ser baja y está influenciada por factores como el 

clima, la geografía y 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-Júnior 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-

Hernández et al., 2012). Aunque estas cifras son menores en comparación con otros 

hemopatógenos como Ehrlichia canis y Anaplasma spp., (Rojas et al., 2014) (Navarrete et 

al., 2016) la prevalencia de Babesia vogeli varía según las diferencias ecológicas de los 

vectores, las condiciones climáticas y los factores ambientales que favorecen su persistencia 

y reproducción (Schnittger et al., 2012). 

Para ello, implementación de un sistema especializado y estudios de babesiosis 

proporcionarían mayor información sobre las dinámicas de transmisión del parásito y el 

impacto que podría tener una técnica especializada y estandarizada para su rápida detección 

(Di Cataldo et al., 2020). La implementación de alternativas para la detección molecular de 

Babesia podría controlar y prevenir la transmisión de enfermedades hemoparasitarias, como 

la babesiosis, desencadenada por la convivencia cercana entre animales domésticos (perros 

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

 

Este estudio enfrentó varios desafíos metodológicos que impactaron los resultados obtenidos. 

Un factor clave fue la selección del método de extracción de ADN de las muestras de sangre 

canina y la elección de los genes objetivo para la detección molecular de Babesia spp., los 

cuales podrían no haber cubierto todas las variantes genéticas de las especies locales del 

parásito. Asimismo, la especificidad y el diseño de los primers utilizados en la PCR tal vez 

no fueron los más adecuados para detectar infecciones con baja parasitemia, típicas de los 

casos subclínicos.  

Estas dificultades, junto con posibles problemas en la calidad de las muestras, como ADN 

degradado o contaminado, afectaron la sensibilidad del método y podrían haber influido en 

la precisión de los resultados.  

A pesar de estas limitaciones, el estudio resalta la necesidad de mejorar las técnicas de 

detección molecular, especialmente en áreas 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 optimización de métodos diagnósticos 

más precisos para la babesiosis canina en Ecuador. 

2.6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Para optimizar los métodos moleculares y mejorar la sensibilidad en la detección de Babesia 

spp., es fundamental implementar el uso de marcadores genéticos más específicos, que se 

ajusten a las necesidades particulares de cada investigación; como por ejemplo los 

marcadores mitocondriales CytB y COI (Hrazdilová et al., 2019).  Estos marcadores 

permitirían un enfoque más preciso en la detección de diferentes especies, subespecies y 
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variantes de Babesia, especialmente en regiones donde la diversidad genética del parásito 

puede ser amplia. 

Asimismo, la implementación de técnicas moleculares avanzadas, como la PCR en tiempo 

real (qPCR) o métodos de PCRs anidadas y semi anidadas, podría incrementar 

significativamente la sensibilidad y especificidad de la detección (Birkenheuer et al., 2003; 

Ulucesme et al., 2024). 

Por último, para tener un enfoque más completo y clínicamente relevante, sería ideal realizar 

la genotipificación de las muestras positivas de Babesia spp.. Este análisis permitiría 

diferenciar las especies y cepas presentes en las infecciones caninas, proporcionando 

información sobre su patogenicidad y las posibles variaciones en la respuesta al tratamiento. 

Esto no solo facilitaría el diseño de intervenciones terapéuticas más específicas y efectivas, 

sino que también contribuiría a una mejor comprensión del cuadro clínico en los pacientes 

infectados, mejorando las decisiones clínicas y los pronósticos. 
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