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RESUMEN

La babesiosis canina es una parasitosis emergente de importancia mundial, causada por
protozoarios del género Babesia spp., los cuales son transmitidos por garrapatas. siendo las
especies canis, vogeli y gibsoni las de mayor frecuencia. En nuestro pafs, pese a tener un
clima tropical con una alta prevalencia de garrapatas ademds de multiples reportes en
paises colindantes sobre el incremento de casos positivos; existen pocos reportes de la
presencia de Babesia spp. en perros del Perd. El objetivo del presente estudio fue
identificar las especies de Babesia spp. en perros del distrito de Ventanilla, Callao
mediante el uso de técnicas hematoldgicas y moleculares. Se colectaron muestras de sangre
venosa y capilar de 50 perros aparentemente sanos con antecedentes de garrapatas de al
menos 1 mes, provenientes del Hospital Veterinario Municipal “Somos Patas” de
Ventanilla (Callao, Perti). Su evaluacion se realizO mediante el uso de pruebas
hematoldgicas y moleculares. El hallazgo hematolégico evidencié que el 20% (10/50)
fueron positivos a Babesia spp. (inclusiones intraeritrociticas piriformes a manera de “gota
de agua”). Para la deteccion molecular se hizo uso del gen /85 ARNr y la region ITS-1, la
cual evidenci6 que el 26% (13/50) del total fueron positivos tnicamente a Babesia vogeli.
El secuenciamiento genético se realizé a dos muestras positivas y mostraron un alto grado
de similitud (99-100%) con secuencias de Babesia vogeli de aislados de China, India y
Brasil depositadas en el GenBank. De esta manera, nuestros resultados evidencian la
presencia de Babesia vogeli en perros con antecedentes de garrapatas de al menos 1 mes
del distrito de Ventanilla, que ayudarédn a un mejor entendimiento de la epidemiologia de
babesiosis canina en Pert y promover un programa de control eficaz, no obstante, se
requieren mas estudios con mayor nimero de animales para poder confirmar la presencia

de otras especies de Babesia en otros distritos y su respectiva prevalencia.

Palabras clave: Babesia spp., perros, garrapatas, 185 ARNr, ITS-1 Ventanilla



ABSTRACT

Canine babesiosis is an emerging parasitosis of worldwide importance, caused by protozoa
of the genus Babesia spp., which are transmitted by ticks. In our country despite having a
tropical climate with a high prevalence of ticks, in addition to multiple reports in
neighboring countries on the increase in positive cases, the canis, vogeli and gibsoni
species being the most frequent; there are few reports of the presence of Babesia spp. in
dogs from Peru. The objective of the present study was identifying the species of Babesia
spp. in dogs from Ventanilla district, Callao through the use of hematological and
molecular techniques. Venous and capillary blood samples were collected from 50
apparently healthy dogs with a history of ticks of at least 1 month, from the Municipal
Veterinary Hospital “Somos Patas” in Ventanilla (Callao, Peru). Its evaluation was carried
out through the use of hematological and molecular tests. The hematological finding
showed that 20% (10/50) were positive for Babesia spp. ("water drop" like
intraerythrocytic inclusions). For molecular detection, the complete /8S rRNA and the ITS-
1 region were used, which showed that 26% (13/50) of the total were positive only for
Babesia vogeli. The genetic sequencing was carried out in two positive samples and they
showed a high degree of similarity (99-100%) with Babesia vogeli sequences from isolates
from China. India and Brazil deposited in GenBank. Thus, our results show the presence of
Babesia vogeli in dogs with a history of ticks of at least 1 month from the Ventanilla
district, that will help to better understand the epidemiology of canine babesiosis in Peru
and promote an effective control program, however, further studies with a greater number
of animals are required to confirm the presence of other Babesia species in other districts

and its prevalence.

Keywords: Babesia spp, dogs, ticks, 18S rRNA, ITS-1 Ventanilla.
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I INTRODUCCION

La babesiosis canina es una enfermedad parasitaria cosmopolita ocasionada por
protozoarios del género Babesia que afectan a perros de diferente raza, edad y
procedencia (Babesia canis, Babesia gibsoni y Babesia vogeli), y accidentalmente al
hombre (Babesia microti y Babesia divergens) (Gray et al., 2010; Araujo et al., 2015;
Cerro et al., 2018; Eiras, 2018).

La severidad de la signologia estd asociada a la especie de Babesia, manifestandose
clinicamente como una enfermedad relativamente leve a moderada con fiebre, letargia y
anorexia (Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni) o presentar un cuadro agudo
subito con vOmitos, diarreas, fallo renal y shock, llevando a la muerte (Babesia rossi)

(Camacho et al., 2003; Schetters et al., 2009; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

El diagnéstico hematolégico por frotis sanguineo que busca revelar la presencia de
merozoitos como inclusiones intraeritrociticas a manera de "gotas de agua" bipolares o
en forma piriforme (Passos et al., 2005) ha sido muy empleado y consensuado en
diferentes estudios, no obstante, no suele ser una prueba confirmatoria. (BOse et
al.,1995). Las pruebas seroldgicas han sido una de las mas empleadas siendo ttil para

identificar



perros portadores asintomdticos (infeccidn activa) e infecciones crdnicas; sin embargo,
existe la probabilidad de presentar reacciones cruzadas con otros apicomplexos (Furuta
et al., 2009). En ese sentido, las técnicas moleculares actualmente son necesarias para
un diagndstico confirmatorio e identificacion de la especie implicada (Araujo et al.,
2015; Paulauskas et al., 2014), como lo aplicé Cerro et al. (2018) hallando una
frecuencia de 1.4% de Babesia vogeli en perros del drea metropolitana de Piura, a través

de analisis molecular.

Ventanilla es uno de los distritos de la Provincia Constitucional del Callao, Lima-Peru
con un clima subtropical desértico (Temperatura promedio de 15 °C a 27 °C), que ha
experimentado un acelerado desarrollo demogréafico que propicia la creacion de
multiples viviendas, algunas a medio construir, asi como, el inadecuado control
sanitario sobre los animales callejeros, resultando asi en la creacién de microhébitats
ideales para la proliferacion de garrapatas (Garcia et al., 2007). Rendén et al. (2018)
realizaron un estudio sobre pardmetros demograficos en la poblacion canina de
Ventanilla, donde se estim6 que el 61.9% de viviendas poseia perros, la relacion perro-
habitante fue de 1/3.98 y el 23% de encuestados manifesté6 mantener perros vagabundos

en el exterior de sus viviendas a modo de proteccion.

En la actualidad, la importancia de la babesiosis canina no solo radica en regiones
tropicales y subtropicales; sino también en aquellas con climas frios como Europa y
Asia donde los reportes y casos clinicos van en incremento, incluso con nuevas especies
de Babesia que no coincide con la presencia de la especie de vector en comun (Eiras,
2018). Debido a que muchas veces esta enfermedad clinicamente es confundida con
infecciones inespecificas (Solano-Gallego et al., 2016), sumado a que los diagnosticos
moleculares no son econdmicamente factibles, convierten a muchos canes
subdiagnosticados en pacientes cronicos de la enfermedad (portadores asintomaticos).
Por tal motivo, conocer la epidemiologia de las especies de Babesia presente en nuestro
pais, es de vital importancia para la clinica diaria con el fin de brindar un panorama mas
amplio sobre la presencia de diferentes especies de Babesia y poder asi realizar un
diagnodstico certero. Mas ain en zonas donde las condiciones medioambientales
permiten la alta incidencia de garrapatas (vector), donde los tratamientos a Ehrlichiosis
canina, la cual se ha convertido en un diagndstico clinico rutinario, no ofrecen

resultados esperados y donde los casos positivos a Babesia spp. mediante observacion
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directa ha sido reportado, a manera de comunicacion verbal, en diferentes laboratorios
veterinarios procedentes de distintas zonas de Lima. Segiin lo descrito previamente, el
objetivo del presente estudio fue la identificacién de especies del género Babesia spp.
presentes en perros del distrito de Ventanilla (Callao, Perd) mediante el uso de técnicas
moleculares. Como hipdétesis se plantea que existe evidencia molecular de Babesia

vogeli en perros de Ventanilla, Peru.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 BABESIOSIS CANINA

La babesiosis canina, es una enfermedad parasitaria de distribucién mundial ocasionada
por protozoarios del género Babesia spp. los cuales son transmitidos por diferentes
especies de garrapatas (Irwin, 2009; Dantas-Torres y Figueredo, 2006). Clinicamente,
se observa inapetencia, letargia y fiebre, mientras que, en la hematologia se evidencia
anemia hemolitica, linfopenia y trombocitopenia, aspectos que varia segun el género de

Babesia involucrado (Eiras, 2018).

2.1.1. MORFOLOGIA

Babesia spp. presenta una morfologia pleomorfica, variando desde piriforme hasta
ameboide; donde la primera se observa como inclusiones eritrocitarias con un extremo
afilado y otro redondeado, dependiendo de la variedad genética de este pardsito
presentes en el mundo, de los cuales 20 especies son de interés veterinario. (Vignau et

al., 2005; Matsuu et al. 2005)



Vignau et al. (2005) sostienen la presencia de un nicleo haploide, ausencia de conoide
en el complejo apical y la participacion de las roptrias que son cuerpos secretores cuya
funcién principal es facilitar el ingreso a los eritrocitos, asimismo, no forma ooquistes

(Vignau et al., 2005). (Figura 1).

Figura 1. Morfologia de Babesia spp. (Vignau et al., 2005)

2.1.2. TAXONOMIA Y ETIOLOGIA

Babesia pertenece al Phylum Apicomplexa, Clase Aconoidasida y Orden Piroplasmida
(Lau, 2009). A inicios del siglo XX, se propuso una clasificaciéon basada en el tamafio
de los trofozoitos, donde se establecio el grupo de macrobabesias (tamafio promedio de
3-5um) como Babesia canis y microbabesias (tamafio promedio de 1-3 um) como
Babesia gibsoni. No obstante, Reichenow (1935) en aquel entonces ya avizoraba una
distincién entre tres subespecies de macrobabesias (Babesia canis) en funcién a su
patogenicidad (principalmente entre B. rossi y B. vogeli). Finalmente, se adaptd una
nomenclatura basada en los trabajos de Uilenberg et al. (1989), Carret et al. (1999) y
Allsopp, B. y Allsopp, M., (2006) donde se determind las diferentes subespecies de
Babesia canis utilizando como criterios: la biologia molecular, patogenicidad,
especificidad del vector, serologia e inmunidad cruzada, clasificindolas como B. canis

canis, B. canis vogeli 'y B. canis rossi.

Los ultimos estudios, basados en la caracterizacion del gen 18S ARNr, de los loci del
espaciador transcrito interno 1y 2 (ITS I e ITS 2) asi como la region codificante 5.8S

del gen ARN; demostraron que las subespecies de Babesia canis como B. canis, B.



rossiy B. vogeli son filogenéticamente diferentes, considerdndolas como especies

independientes (Carret et al., 1999; Allsopp B. y Allsopp M., 2006).

Hasta la actualidad, se han reportado mds de cien especies de Babesia, también
conocidas como piroplasmas, ya que comparten similitud fenotipica con Theileria y
Rangelia (Irwin, 2009). Las diferencias entre los géneros Babesia y Theileria se
fundamentan en el ciclo evolutivo (Theileria posee una fase pre-eritrocitica donde el
protozoario comienza su multiplicacién en macréfagos y Linfocitos), la forma de
transmision (Babesia posee la capacidad de transmision transovdrica y transestadial,
mientras que en Theileria solo esta ultima) y la localizacion de la fase asexual dentro
del hospedador vertebrado, no obstante, siempre existen excepciones y continuas
actualizaciones (Uilenberg, 2006; Eiras, 2018; Lemos, 2014). Adicionalmente Theileria
solo ha sido reportado en Brasil y en cédnidos silvestres de Venezuela (Criado-Fornelio

et al.,2007; Lemos 2014).

Respecto al género Rangelia los estudios son limitados, donde se ha descrito solamente
la especie Rangelia vitalii, transmitido por la garrapata Amblyomma aureolatum con
distribucion en Brasil, noreste de Argentina y Uruguay (Eiras, 2018; Lemos, 2014).
Rangelia vitalii era confundida con Babesia canis por su morfologia similar y la
manifestacion de sus signos clinicos, no obstante, en el afio 2011, Soares et al. (2011)
realiz6 la primera caracterizacion molecular de este hemoparésito haciendo uso de los
genes 18S ARNr y hsp70, acompanado de un signo caracteristico como es el sangrado
espontdneo. Por tal motivo, los diferentes patrones moleculares, clinicos, patdlogicos y

epidemioldgicos permitieron la diferenciacion entre especies (Lemos, 2014).

2.1.3. EPIDEMIOLOGIA

La babesiosis canina afecta a perros de diferente edad, raza o procedencia, donde los
reportes indican un incremento de casos en las zonas urbanas de América del Sur y
Europa (Fraga, 2009). Las especies mds reportadas en todos el mundo son cuatro:
Babesia vogeli, Babesia canis, Babesia gibsoni, Babesia rossi, siendo las primeras tres

reportadas en diferentes paises de Europa, Asia y América Latina, mientras que esta



tltima solo reportada en paises del Africa de acorde a la distribucién estricta del vector

en ese continente (Eiras,2018).

2.1.3.1. VECTOR Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucién de la babesiosis es cosmopolita, la presencia de una determinada especie
depende de la presencia de la garrapata (vector) que se encuentre en la zona geogréfica,

por su especificad de vector (Solano-Gallego y Baneth, 2011).

Las garrapatas transmiten una amplia gama de agentes patdgenos (algunos de potencial
zoondético), siendo Rhipicephalus sanguineus la especie de mayor importancia en
América del Sur por su distribuciéon y capacidad de transmision de Babesia spp.
(Dantas-Torres et al., 2013; Navarrete et al., 2016). Estares et al. (2000) evaluaron la
prevalencia de garrapatas en perros de Lima, principalmente en distritos de
Independencia, Comas, San Martin de Porras, Ventanilla y San Juan de Lurigancho,

calculando una prevalencia de 30% de Rhipicephalus sanguineus.

Babesia canis

Babesia canis es transmitida por la garrapata Dermacentor reticulatus y considerada
endémica en el norte de Europa y Asia. Su patogenicidad es intermedia en relacion a las
otras especies, manifestandose apatia, letargia y mucosas pdalidas. Las formas severas
presentan signos variables como fiebre, epistaxis, vomitos, anemia y presencia de
petequias. La mortalidad es baja y muchas veces estd asociada a una disfuncién

multiorgénica (Trotz-Williams y Trees, 2003; Irwin,2009; Wang et al., 2019).

Babesia vogeli

Babesia. vogeli, transmitida por la garrapata Rhipicephalus sanguineus, esta
ampliamente distribuido en todo el mundo, con reportes en el sur de Europa, Estados
Unidos, Africa, Japo6n, Australia. En la dltima década se ha observado un incremento de
casos en América del Sur como Brasil, Argentina y Colombia (Trotz-Williams y Trees,

2003; Jefferies et al., 2007a; Irwin, 2009; Eiras, 2018).

Su amplia distribucién estd asociada a la distribucién de su vector, Rhipicephalus
sanguineus. Asimismo, alta adaptabilidad de este ectopardsito a diferentes climas es

debido a su caracteristica de endofilia que le permite tolerar regiones mdas frias de
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Europa central y las Islas Britdnicas (Hansford et al., 2014; Solano-Gallego et al.,

2016).

De las tres especies de Babesia de importancia clinica en América del Sur, es
considerada la menos patégena por lo que generalmente es acompafiada de anemia y
trombocitopenia como alteraciones hematoldgicas resaltantes, y de signos leves a
moderados hasta incluso ser asintomético en el animal. No obstante, en cachorros puede

ser llegar a ser mortal debido a la anemia hemolitica que produce en este grupo etario

(Fraga, 2009; Solano-Gallego y Baneth, 2011).

Babesia gibsoni

Babesia gibsoni es transmitida por garrapatas Haemaphysalis bispinosa, Haemaphysalis
longicornis y Rhipicephalus sanguineus. Ocasiona signos moderados a severos como
fiebre, vomitos, diarreas, anemia hemolitica y lesiones como esplenomegalia y
hepatomegalia. Es endémica en Asia, Africa, Europa, con pocos reportes en Nicaragua,
EE.UU. y Australia (Birkenheuer et al., 1999, Criado-Fornelio et al., 2007; Irwin, 2009;
Wei et al.,2014) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de Babesias que afectan al perro a nivel mundial. Adaptado de Irwin

(2009).

Tamafio Especie Sinénimos Vector en perros Distribucién geografica
Babesia vogeli | Babesia canis vogeli Rhipicephalus Extensa distribucion: Zonas
sanguineus tropicales y subtropicales
Babesia canis | Babesia canis canis Dermacentor Europa y Asia
Macro reticulatus
babesias Babesia rossi | Babesia canis rossi Haemaphysalis Africa del Sur de Sahara y
elliptica Sudéfrica
Babesia Babesia gibsoni cepa Haemaphysalis sp. Asia incluyendo Japén,
gibsoni Asidtica (sensu stricto) Rhipicephalus Bangladesh y esporéddico en
sanguineus América del Sur
Microbabesi
as Babesia Cepa California Haemaphysalis sp. Predominantemente en Asia
conradae Rhipicephalus sp.




2.1.3.2.CICLO BIOLOGICO

Babesia spp. presenta un ciclo de vida indirecto con la intervencion de una garrapata
dura (Ixodidae). El ciclo comienza con el ingreso de los esporozoitos al hospedador
vertebrado (canino) a través de la saliva de la garrapata, estos organismos se adhieren a
la membrana de los eritrocitos, dentro de ellos se alimentan y dividen por fision binaria
durante varias fases de reproduccion asexual formando merozoitos que invaden otros
eritrocitos. En una infeccion crénica, las Babesias permanecen en las redes capilares del
bazo, higado y otros érganos, liberdndose periédicamente a la circulacién, produciendo
una parasitemia. Una vez ingeridas por una nueva garrapata, se llevan a cabo procesos
de migracién y reproduccién sexual dentro del intestino de la garrapata (gamogonia y
esporogonia), lo que resulta en la formacion de esporozoitos en las células de las
glandulas salivales (Figura 2). Si bien la transmision por garrapatas es la principal
fuente de infeccién, la babesiosis canina también puede ocurrir después de una
transfusion de sangre infectada, transferencia transplacentaria y por intercambio
sanguineo mediante peleas (Irwin, 2012). En general, Babesia spp. se transmiten de
manera transestadial de una etapa en el ciclo de vida de la garrapata a la siguiente, sin
embargo, también estd reportada también la transmision transovdrica a través de los

huevos, infectando las nuevas generaciones de garrapatas, (Uilenberg, 2006)

Bloodstream s
¥
L
v

Figura 2. Ciclo Biolégico de Babesia spp. (1) Los esporozoitos ingresan en el torrente
sanguineo. (2) Trofozoito. (3) Merozoito. (4) Fisién Binaria. (5) Par de trofozoitos. (6)

Eritrocitos ingeridos por una nueva garrapata. (7) Lisis de eritrocitos en intestino de
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garrapata. (8) Desarrollo y fusion del Gamonte. (9) Formacién de Kinete. (10)
Migracién de Kinete desde el intestino a los ovarios y gldandula salival. (11) Desarrollo
de esporoquinatos en los ovarios (asegurando la transmisién transovdrica). (12)
Desarrollo de esporoquinatos para formar un esporonte multinuclear grande (que
contiene muchos esporozoitos). (13) Liberacion de los nuevos esporozoitos. (Mehlhorn,

1988)

2.1.3.3.PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO

El primer reporte de babesiosis canina en América del Sur se llevé a cabo en Brasil en
1948, encontrdndose una frecuencia de 14% de Babesia canis (Paraense y Viana, 1948).
Por otro lado, la primera caracterizacion molecular de Babesia vogeli, 1o realizé Passos
et al. (2005) con 5 perros procedentes de Mina Gerais y Sao Paulo, Brasil, mediante
PCR y haciendo uso del gen /85 ARNr, hallando una semejanza del 100% con aislados

de Espaiia, Francia, Japon, Australia y Sudafrica.

Un afio mas tarde, Sa et al. (2006) realiz6 el primer reporte de Babesia vogeli en el
Estado de Rio de Janeiro. Mientras que ese mismo afio, Trapp et al. (2006) realiz6 la
primera caracterizacion molecular de Babesia gibsoni en 16 perros de Parana, Brasil
mediante el andlisis del gen /85 ARNr. Esta ultima especie suele ser originario de Asia
en relacion con su vector la garrapata Haemaphysalis spp. como lo reporta Terao et al.
(2015) donde determind la primera deteccién molecular de Babesia gibsoni en 50 perros
de Bangladesh. No obstante, debido a la capacidad de transmision y distribucion
cosmopolita de Rhipicephalus sanguineus, el nimero de reportes en esta parte va en
aumento a nivel mundial, como se muestra en EE. UU y Nicaragua (Zahler et al., 2000;

Wei et al., 2014; Birkenheuer et al., 2003).

Lemos (2014) identifico las especies de Babesia presentes en las regiones montafiosas
de Rio de Janeiro, donde el 68% (34/50) presentaron positividad en la deteccion directa
y a través de PCR se encontrd una prevalencia de 8% a Babesia vogeli. Por otra parte,
Araujo et al. (2015), realiz6 el estudio mas actual, en donde evalué 404 perros del
Estado de Petronila, Pernambuco y hall6 mediante observacién microscopica una

prevalencia de 0.5% de Babesia spp., y por serologia (IFA) y pruebas moleculares
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(PCR) se determiné que Babesia vogeli era la especie implicada con una prevalencia de

57.9% y 6% respectivamente para cada prueba.

Babesia vogeli también ha sido identificada en otros paises de América del Sur. En
Venezuela en el ano 2007, se realiz6 se encontré una prevalencia de 2.24% mediante
PCR a través del uso del gen 18S ARNr y cuyo andlisis filogenético, demostré que eran
idénticos a los aislados de Japdn y Brasil (Criado-Fornelio et al., 2007). En el afio 2008,
en Argentina, se logré la primera deteccién molecular amplificando el gen /85 ARNr en

2 perros con signos clinicos compatibles a babesiosis (Eiras et al., 2008).

Por otro lado, en Colombia, Vargas-Herndndez et al. (2012), identificaron por primera
vez a Babesia vogeli mediante pruebas serologicas y moleculares (gen /85 ARNr) en 91
muestras de sangre canina, encontrando una prevalencia de 51,6% y 5%
respectivamente. En Ecuador, Olaya (2015) detectdé Babesia spp. en perros de
Guayaquil, hallando una frecuencia de 5% de Babesia vogeli mediante PCR y analisis
del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). A nivel nacional, Cerro
et al. (2018), evaluaron la frecuencia de Babesia vogeli en Piura mediante la aplicacion

de PCR-RFLP de un total de 212 perros hallando una frecuencia de 1.4%.

El riesgo de infeccién por Babesia esta asociado principalmente a los antecedentes de
garrapatas que guarda una estrecha relacion con la estacionalidad del clima, en regiones
tropicales y subtropicales. (Eiras, 2018). Asimismo, la transfusién de sangre y el
contacto directo de heridas entre individuos infectado y sano son reportados como

factores de riesgo (Irwin, 2012).

Adicionalmente Spolidorio et al. (2013) y Solano-Gallego et al. (2016) mencionaron
una mayor prevalencia de babesiosis canina en hembras mestizas, mientras que
Birkenheuer et al. (2003, 2018) encuentra una mayor predisposicién en perros de raza
Greyhound y Pit Bull Terrier para las especies Babesia vogeli y Babesia gibsoni
respectivamente. Pese a ello, existen otros estudios que no encuentran diferencias

significativas en estas variables antes mencionadas (Eiras, 2018).
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2.1.3.4.COINFECCIONES CON OTROS HEMOPARASITOS

El diagnéstico de Babesia spp. acompafiado de otros hemoparésitos es poco reportado
en la clinica diaria, no obstante, el uso de pruebas moleculares ha permitido visualizar

una mejor perspectiva sobre esta casuistica (Solano-Gallego et al., 2016).

Las coinfecciones de hemoparasitos juegan un rol fundamental en la patogenicidad ya
que suelen manifestarse con la gravedad de signos clinicos, la dificultad para llegar al
diagnéstico, y la reduccion en la eficacia del tratamiento (Lemos, 2014; Solano-Gallego
etal.,2016). Esta situacion se debe a la presencia del mismo vector: Rhipicephalus
sanguineus. Este ectopardsito es vector multiples agentes como son Ehrlichia canis,

Anaplasma platys, Hepatozoon canis y Babesia spp. (Santos et al., 2009; Lemos, 2014).

En Colombia, Vargas-Herndndez et al. (2012) detectdé la presencia seroldgica y
molecular de Ehrlichia canis y Babesia vogeli en 91 perros de la ciudad de Bogotd,
Villavicencio y Bucaramanga, donde el 4.4% mostr6 coinfeccion, siendo el primer
reporte en ese pais. En un estudio similar, en la ciudad de Cuiaba - Brasil, Spolidorio et
al. (2011), mediante técnicas moleculares reportaron la coinfeccion de Hepatozoon
canis 'y Babesia vogeli en 5 muestras de caninos con signos de diarrea, vomitos,

anorexia, linfadenopatia y fiebre.

Adicionalmente, Lemos (2014) encontré un caso de coinfeccion de Rangelia vitalii y B.
vogeli mediante técnicas moleculares, el animal presentaba anemia normocitica
normocrémica y leucocitosis neutrofilica. En el aiio 2018, Birkenheuer et al. reportaron
la coinfeccion de B. vogeli y B. gibsoni en un estudio de resistencia antiparasitaria en

EE.UU.

Por otra parte, 1zzi et al. (2013) evidenciaron en Canadd, una triple coinfeccién de
Babesia vogeli, Ehrlichia canis y Anaplasma platys en un perro macho de 12 meses con
signos de anemia, trombocitopenia, diarrea, taquipnea y taquicardia. Adicionalmente se
ha informado de una coinfeccién por B. rossi 'y B. vogeli y una triple infeccién por B.

rossi, B. vogeli y E. canis en perros sudafricanos (Matjilla et al., 2008).

13



2.14. METODOS DIAGNOSTICO

El diagnéstico clinico de babesiosis canina es impreciso, por lo que es necesario la
aplicacién de diferentes técnicas de laboratorio donde incluyen diagndstico
hematolégico, seroldgico y molecular (Birkenheuer et al., 2003). Incluso usando todas
estas pruebas, resulta un verdadero desafio llegar al diagnéstico definitivo debido a los
casos de parasitemia bajas que resultan con falsos negativos o casos de reaccién cruzada

(Irwin, 2009).

2.1.4.1. EXAMEN HEMATOLOGICO

Normalmente, la Babesiosis canina ha sido diagnosticada usando técnicas directas para
demostrar la presencia de trofozoitos en el interior de los eritrocitos mediante frotis
sanguineos tefiidos con las coloraciones habituales (ej. Giemsa o Wright) (Passos et al.,
2005; Eiras, 2018). Este método diagndstico es de uso convencional en la clinica diaria
por su simpleza y accesibilidad. No obstante, su sensibilidad depende de la parasitemia
al momento de la toma de muestra y la destreza del operario en distinguir artefactos (la
parasitemia de los animales infectados puede oscilar entre el 0.0001% y 0.001% de los
globulos rojos) (Bose et al., 1995; Birkenheuer et al., 2003; Furuta et al., 2009; Irwin,
2009).

Para el diagnéstico hematoldgico, las muestras de sangre se deben obtener de los
capilares por puncién auricular o de la garra ya que las propiedades fisicas de los
globulos rojos infectados se alteran, volviéndolos mas rigidos por lo que desaceleran su
paso a través de las redes capilares y permanecen adheridos a los pequefos vasos con
tendencia a auto aglutinarse. (Passos et al. 2005; Bohm et al., 2006; Irwin, 2012). En
ese sentido, el examen de células debajo de la capa leucocitaria en tubo de hematocrito
(Buffy Coat) también mejora la probabilidad de encontrar este hemopardsito ya que los
eritrocitos parasitados por las especies mds grandes de Babesia son menos densos y se
concentran en una capa inmediata a la capa leucocitaria (Bohm et al., 2006; Irwin,

2012).

Las principales alteraciones hematoldgicas encontradas en esta enfermedad son

trombocitopenia y anemia hemolitica (Dantas-Torres y Figueredo, 2006; Solano-
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Gallego et al., 2011; Irwin, 2012). En casos hiperagudos, la anemia es normocrémica y
normocitica mientras que en casos cronicos se pueden observar linfocitos reactivos
(Irwin, 2012). Adicionalmente, en casos mds severos se observa policromasia y
poiquilocitosis (Boozer y Macintire, 2003; Guimaraes et al., 2004). Respecto a la serie
leucocitaria, los hallazgos son variables encontrdndose leucocitosis, leucopenia,
neutrofilia, neutropenia, linfopenia y monocitosis (Dantas-Torres y Figueredo, 2006;

Eiras,2018)

2.1.4.2. PRUEBAS SEROLOGICAS

Las técnicas serologicas mds utilizadas son Inmunofluorescencia indirecta (IFI) e
Inmunoensayo Enzimdtico (ELISA) (Solano-Gallego et al., 2016). Estas pruebas
detectan anticuerpos y sirven en el diagnéstico de infecciones crénicas donde la
parasitemia no es tan alta. Los titulos altos son indicativos de una infeccién reciente; no
obstante, en infecciones hiperagudas suelen haber falsos negativos ya que los
anticuerpos se producen a los 8 a 10 dias por lo que se recomienda repetir la prueba a

los 15 dias para determinar seroconversion (Boozer y Macintire, 2003).

Segtin Costa-Junior et al. (2008) las pruebas de IFI y ELISA son técnicas muy sensibles
para la deteccion de anticuerpos anti- B. vogeli; sin embargo, se debe considerar las
reacciones cruzadas entre B. canis y B. gibsoni, asi como entre B. canis y B. vogeli
(Falsos positivos) ademds de otros pardsitos apicomplejos como Toxoplasma gondii y
Neospora caninum; (Boozer y Macintire, 2003; Camacho et al., 2003; Solano-Gallego
et al., 2016). De acuerdo con los descrito, la serologia no es un método diagnostico
confirmatorio, ya que puede indicar la exposicion a Babesia sin determinar la especie,

no obstante, es utilizada en varios estudios seroepidemioldgicos. (Eiras, 2018).

2.1.4.3. PRUEBAS MOLECULARES

La Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) es la prueba méds empleada para el
diagndstico de babesiosis canina por su alta sensibilidad (en comparacién con la

hematologia) y especificidad (en comparacion con la serologia). (Birkenheuer et al.,
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2003; Solano-Gallego et al., 2016). Algunas variantes son especificos para una especie
sin detectar genotipos por lo que se requiere una secuenciacion completa del gen

amplificado (Jefferies et al., 2007a).

El PCR hace uso de diferentes marcadores moleculares como son el gen ARN
ribosomico 18§, 5.8S, 28S, la proteina de choque térmico 70 (hsp70), el gen de la
proteina adhesiva relacionada con la trombospondina (P18 o BgTRAP) y las secuencias
de los dos espaciadores transcritos internos (I7S 1 e ITS 2) como lo reportan multiples
estudios epidemioldgicos (Birkenheuer et al., 2003; Matsuu et al.,2005; Allsopp, B. y
Allsopp, M., 2006; Trapp et al., 2006; Santos et al., 2009, Peleg et al., 2010; Duarte et
al.,2011; Vargas-Hernandez et al., 2012; Araujo et al., 2015)

La PCR, en combinacién con el andlisis de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP), mediante el uso de las enzimas de restriccion Hinf I, Bsll y Taq I,
ofrecen un medio eficaz y rdpido de discriminacion prescindiendo del secuenciamiento
(Jefteries et al., 2007a; Criado-Fornelio et al., 2007; Lemos, 2014; Cerro et al.,2018;
Eiras, 2018)

Asimismo, se utiliza la técnica de PCR anidada (nested- PCR) y PCR semianidada
(seminested-PCR) capaz de diferenciar el ADN de B. canis y B. gibsoni, B. vogeli y B.
rossi mediante primers externos e internos segun Birkenheuer ez al. (2003), Criado-
Fornelio et al. (2007) y Eiras (2018). No obstante, Moraes et al. (2014) compara el PCR
semitested desarrollado por Birkenheuer et al. (2013) y un protocolo convencional
optimizado, encontrando similar eficacia con una ventaja de practicidad y asequibilidad

por el ensayo optimizado.

PCR en tiempo real es utilizado principalmente para la cuantificacion del ADN de
Babesia y permite determinar el grado de infeccion. Matsuu ez al. (2005) desarrollaron
un protocolo de PCR tiempo real SYBR ® Green para la deteccion de Babesia gibsoni
(genotipo asidtico) utilizando el gen pl8 donde demostrando la deteccién en
parasitemias bajas. Asimismo, Peleg et al. (2010) elaboraron un PCR muiltiple para la
deteccion de Ehrlichia canis 'y Babesia vogeli a través de la proteina de choque térmico
70 (hsp70). Debido a la gran diversidad genética de Babesias es necesario elegir el gen

correcto a caracterizar para la deteccion de cada especie (Eiras, 2018).
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Gen 185 ARNr

Los genes de ARN ribosémico (ARNr) poseen una de las tasas de sustituciéon mds bajas
ademds de no existir evidencia de transferencia lateral de genes a través de distintos
linajes. El gen /85 ARNr (subunidad menor) es ampliamente utilizado como marcador
molecular. Asimismo, comprende regiones conservadas y variables, la primera permite
un alineamiento de secuencia inequivoco y la segunda proporciona una diferenciacion

filogenética (Allsopp, B. y Allsopp, M., 2006).

Las secuencias conservadas cercanas a los extremos 5"y 3 del gen /85 ARNr tienen la
ventaja prictica de permitir el disefio de primers. Las alineaciones se pueden hacer a
partir de genes de longitud completa, aunque algunos trabajadores truncan las
alineaciones para eliminar las regiones donde las alineaciones son equivocas o dificiles.
Es por todo ello que el secuenciamiento del gen /8S ARNr ha permitido detectar
diferencias entre las especies de Babesias para un diagnostico especifico (Carret et al.,

1999; Allsopp, B. y Allsopp, M., 2006; Jefferies et al., 2007a; Eiras, 2018)

Region ITS 1

La regidn del espaciador transcrito interno 1 (/7S /) es un fragmento gendémico situado
entre la matriz repetida de los genes nucleares 5.8S, 18S y 28S (para la subunidad
pequena y el de la subunidad grande) y demuestra una marcada diferencia entre especies

e incluso entre cepas una misma especie (Liu et al., 2016).

Los genes de ARNTr, que tienen las regiones I7S I, son marcadores genéticos versdtiles
utilizados para el andlisis filogenético, la evaluacién del proceso evolutivo y para la
determinacion de similitudes taxonémicas (Zahler et al., 1998). Esto ha hecho que el
gen /85 ARNr, que es uno de los genes que posee la region ITS I, sea ampliamente
utilizado para el establecimiento de relaciones filogenéticas y para la diferenciacion de

genotipos o subespecies de Babesia canina (Liu et al., 2016)

Estudios previos revelaron que la region ITS [ estd altamente conservado en B. gibsoni

entre los aislados de India, Jap6n, Taiwan, Australia y EE. UU (Kjemtrup et al., 2000;
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Bostrom et al., 2008). Sin embargo, Bostrom et al. (2008) plantearon la hipétesis de que
el aislado unico de B. gibsoni de Japon usado en dicho estudio no era determinante para

descartar una posible variabilidad genética de la regién ITS 1.

Gen Citocromo b

El gen citocromo b (Cytb) es un gen involucrado en la cadena respiratoria mitocondrial,
es de rdpida evolucidon sin estar sujeto a una presion selectiva para acumular
polimorfismo (Escalante er al., 1998). Normalmente, se encuentra ubicado en un
elemento extracromosémico (también llamado ADN episomico o ADN mitocondrial
lineal) en los organismos apicomplexos. En ese sentido, este gen es un objetivo

interesante para los estudios taxonémicos (Criado-Fornelio et al., 2006).

Sakuma et al. (2012) y Birkenheuer et al. (2018) investigaron el polimorfismo y
mutaciones en este gen para los casos de Babesiosis canina causados por Babesia
gibsoni en Japon y EE. UU respectivamente, ya que en los ultimos afios los casos han

aumentado y existe una poca eficacia con los tratamientos de Atovacuona (ATV).

2.1.5. TRATAMIENTO

El tratamiento de Babesiosis canina consiste en el uso de doxiciclina y clindamicina; no
obstante, la eficacia estd asociada a la especie de Babesia involucrada (Eiras, 2018). Por
otra parte, el Dipropionato de Imidocarb es considerado la droga de eleccion para
macrobabesias siendo la dosis recomendada de 6.6 mg/kg por via intramuscular (IM) o

subcutdnea (SC) con repeticion de la dosis a los 15 dias (Solano-Gallego et al., 2016).

El mecanismo de accién del Dipropionato de Imidocarb es la interferencia con la
produccion y utilizacion de poliaminas por la inhibicion de la entrada de inositol en los
eritrocitos infectados. Asimismo, produce la inhibicién de la glucdlisis anaerdbica y la
sintesis de acidos nucleicos; bloqueando la sintesis de purina y pirimidinas, lo cual

produce una degeneracion estructural del parasito (Dantas-Torres y Figueredo, 2006).
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Los efectos adversos documentados por la aplicacion de este farmaco incluyen dolor en
el sitio de aplicacién, vomitos, sialorrea, célicos y diarrea; sin embargo, suelen
desaparecer rdpidamente. Asi también, sobredosis generan nefrotoxicidad (Dantas-

Torres y Figueredo, 2006; Solano-Gallego et al., 2016).

El tratamiento para las microbabesias consiste en la combinacién de atovacuona y
azitromicina, principalmente en casos de parasitemia por B. gibsoni (Birkenheuer et al.,
2003; Jefteries et al., 2007b). La atovacuona es un antiparasitario que inhibe la accion
del citocromo b, su dosis terapéutica es de 13.5 mg/kg, via endovenosa (IV) cada 8
horas y en combinacion con azitromicina a 10 mg/kg via endovenosa (IV) durante 10
dias; sin embargo, recientemente, los tratamientos son inconsistentes y la infeccion
persiste durante meses por lo que se busca una mutacién en el gen citocromo b que
explique la resistencia a este farmaco (Krause et al., 2000; Sakuma et al., 2012; Solano-

Gallego et al., 2016; Birkenheuer et al., 2018).

Debido a los casos de resistencia, los perros que se recuperan de la etapa aguda, se
convierten en portadores cronicos sirviendo como fuentes de infeccion. (Matsuu et al,
2003). Los casos sospechosos de babesiosis canina con antecedentes de exposicion
reciente a garrapatas deben de tratarse, incluso si no hubiese un diagndstico
confirmatorio y dependiendo de la gravedad de la enfermedad, serd necesaria una

terapia de soporte, (Guimaraes et al., 2004; Dantas-Torres y Figueredo, 2006).

2.1.6. PREVENCION Y CONTROL

La prevencion de la babesiosis canina se fundamenta principalmente en el control de
garrapatas. La utilizacion de acaricidas topicos y ambientales acompafiado de bafios de
manera periddica es la mejor forma de reducir la exposicion a las garrapatas y asi evitar
la transmision de estos patégenos (Solano-Gallego y Baneth, 2011; Eiras, 2018). El uso
de las pipetas, pastillas y collares en base a formulaciones con isoxazolinas,
avermectinas y piretroides son los medios mds populares y eficaces para controlar casos

de infestaciones (McTier et al., 2016; Gallego, 2019).

Asimismo, se ha propuesto la utilizacién de vacunas para el control de la babesiosis

canina. Algunos estudios previos in vitro han utilizado sobrenadante de cultivos y
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antigenos solubles de pardsitos (SPA) de animales infectados que demostraron
proteccidén contra la exposicion de Babesia canis y Babesia Rossi (Schetters et al.,
2007). No obstante, la vacuna Novibac Piro ® que se basaba en estos estudios de usar
un cultivo de origenes heterélogos con una cepa europea de B. canis en adicién con una
cepa de B. rossi de Sudifrica, ya no estdn autorizados para ser distribuidos segun la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) (Solano-Gallego y Baneth, 2011; Eiras,
2018). Asimismo, no existen vacunas disponibles para ninguna forma de B. gibsoni, sin
embargo, estudios prometedores evidencian que mediante un régimen de exposicion de
un pldsmido recombinante y un virus vacuna (los cuales expresaron el gen P50 de
Babesia gibsoni), muestran un alto nivel de anticuerpos y un descenso significativo del
nivel de parasitemia de B. gibsoni en caninos, no obstante encontraron poca proteccion
contra los efectos producidos por este hemopardsito como la anemia por lo que se
requieren mayores estudios (Fukumoto et al., 2007). En la actualidad solo se encuentran
disponibles vacunas contra B. canis derivados de una cepa homoéloga (Eurican Piro®)

en algunos paises de Europa (Moreau et al., 1989; Solano-Gallego y Baneth, 2011).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio fue de carécter explorativo, descriptivo no representativo, con un muestreo
por conveniencia. Este consistié en identificar hematoldgicamente a Babesia spp. y
luego mediante la técnica de PCR y secuenciamiento se determinaron las especies
haciendo uso del gen /85 ARNr y la region ITS I en perros con antecedentes de
garrapatas de al menos 1 mes provenientes del Hospital Veterinario Municipal “Somos

Patas” de Ventanilla (Callao, Peru).

3.2. LUGAR Y EPOCA DE EJECUCION DEL ESTUDIO

El proyecto se realizé en las instalaciones del Hospital Veterinario Municipal “Somos
Patas” del distrito de Ventanilla (Provincia del Callao, Pert) durante los meses de enero
a febrero del 2021. Este distrito se encuentra en la costa norte a 47msnm, posee una
latitud sur de 11° 52’ 14" y longitud oeste de 77° 7' 17". Su clima es subtropical arido

con un rango promedio de temperatura de 15 °C a 27 °C con una humedad del 71%.

El manejo y andlisis de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria (técnicas hematoldgicas) y en el Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia Veterinaria, Seccién de Virologia (técnicas moleculares) de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (San Borja,

Lima)
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3.3. DESCRIPCION DE MATERIAL EXPERIMENTAL

3.3.1. SELECCION DE CANES Y TAMANO DE MUESTRA

Este estudio es de caricter explorativo. Para ello se colectaron muestras de sangre
venosa y capilar de un total de 50 perros con presencia de garrapatas o antecedentes de
estas de al menos 1 mes y que no estuvieran recibiendo un tratamiento previo al
momento de la toma de muestra. Todos ellos provenientes del Hospital Veterinario

Municipal “Somos Patas” de Ventanilla (Callao, Perti).
3.3.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

El criterio de inclusién fue todo perro aparentemente sano con antecedentes de
mordeduras de garrapatas de al menos un mes o con la presencia de éstas al momento
de su evaluacion, sin distincién de edad, sexo y raza. El criterio de exclusion fueron

pacientes que estuvieron recibiendo un tratamiento previo a la toma de muestra

3.3.3. MATERIALES DE TOMA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

e Mesa de aluminio

e Agujas21Gx 1”

e Agujas 25G x 0.5

e (Cooler

e Gel pack refrigerante
e Tubos Vacutainer® con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético)
e Laminas portaobjetos
e Gradillas

e Marcador indeleble

e C(Cinta adhesiva

e Agua oxigenada

¢ Guantes de latex

e Algodén y Tijera Mayo
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3.34.

3.3.5.

MATERIALES DE LABORATORIO PARA EL EXAMEN
HEMATOLOGICO

e Microscopio 6ptico — Leica DM500
e Centrifuga para tubos capilares

e  WBC counter (Contador hematol6gico de Leucocitos)
e Aceite de inmersion

e Tubos capilares sin heparina (azul)

e Portaobjetos

e (Cubreobjetos

e (aja de viales

e (aja de portaobjetos

e Viales de plastico de 1.5 ml

e Aguadestilada

e Colorante Wright

e Secadora

e Tabla de hematocrito (CRIPTOCAP)
e L4piz carboncillo

e (Canaletas de portaobjetos

MATERIALES DE LABORATORIO PARA EXAMEN MOLECULAR

e Kit de extraccién comercial (PureLink® Genomic ADN Mini Kit)
e DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)

e Microcentrifuga

e Termociclador Biosystems

e Vortex

e Agarosa 100g

e Bromuro de Etidio

e Etanol 96%

e Matraz de Erlenmeyer
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Caja de punta de Tips de 20 pl, 50ul, 200ul y 500 ul
Tubos eppendorf de 1.5ml

Buffer TBE

Marcador Peso Molecular LADDER

Céamara de electroforesis.

Fotodocumentador UV (Life technologies thermo fisher scientific, USA)

3.4. METODOS

34.1. TOMA DE MUESTRA

Se colecté muestras de sangre periférica (venosa y capilar) por cada animal. Se sigui6 el

protocolo del “Manual practico de toma de muestra en caninos y gatos” (Gordillo, 2010)

descritos a continuacion:

Sangre venosa periférica

1.

Un ayudante externo se encarg6 de la sujecion del perro en posicion decubito
esternal. Este ayudante con una mano tomé la cabeza y con la otra la
articulacién del codo, con el fin de exponer la regién dorsal del miembro

anterior para la asepsia y venopuncion

Se procedi6 a realizar la desinfeccion de la region dorsal del miembro
anterior y a continuacién se colocé una ligadura sobre la articulacion del

codo, con el fin de realizar hemostasia.

La venopuncién se realiz con un agua hipodérmica estéril 21G x 17
(formando un angulo de 45° y el bisel hacia arriba). Se prefiere la extraccion
de sangre directamente en un tubo de vacio en comparacién a la extraccién
de sangre con una jeringa y su transferencia a un tubo de vacio. Este método

reduce la agregacion plaquetaria y la formacion de codgulos
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4. Se extrajo aproximadamente 3 ml de sangre en tubos con EDTA, que fueron
homogenizados y debidamente rotulados con el nombre del animal, edad y el

ndmero asignado para este estudio.

5. Posteriormente, se colectdé con un tubo capilar sin heparina (azul), una
muestra del tubo de sangre con EDTA y se colocd una gota en una ldmina
portaobjetos. Se realiz6 el extendido del frotis sanguineo con su respectivo

rétulo con la ayuda de un ldpiz carboncillo y el rdpido secado.

6. En forma paralela, se sell6 un extremo del tubo capilar y se llevé a una

centrifuga para realizar la determinacion del hematocrito

7. Posteriormente se realiz6 la técnica del Buffy Coat a partir del tubo capilar

centrifugado.

8. A continuacion, se realiz6 la coloracion con tincién Wright de cada frotis
sanguineo (1 frotis de sangre periférica y 1 frotis del Buffy Coat) para su

posterior lectura en el laboratorio de Patologia clinica Veterinaria.

9. Las muestras de sangre con EDTA se almacenaron en un cooler con una
temperatura aproximada de 4°C con ayuda de varios geles refrigerantes, y
fueron enviadas para su procesamiento al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia Veterinaria, Seccion de Virologia (Técnicas moleculares) de la

Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM.
Sangre capilar

1. El mismo ayudante externo se encargd de la sujecion del perro en posicion
decubito esternal sujetando con una mano la cabeza del animal hacia su
pecho.

2. A los animales con pelaje largo, se cort6 el pelo de la punta del pabellén
auricular con una tijera Mayo.

3. Luego con algodon y alcohol se desinfect6 dicha zona y se realizé una ligera

presion en la oreja con el fin de poder realizar la hemostasia
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4. A continuacion, se efectué una puncion suavemente con una aguja fina
hipodérmica estéril 25G x 0.5” en el extremo de la oreja y se aplic6 una
ligera presion para obtener una gota de sangre que se dejé caer directamente
en el borde del portaobjeto (Figura 3) y se realizé el extendido sanguineo.

5. Posteriormente se procedié al secado, al rétulo segiin el nimero asignado
para el estudio y la coloracién con la tincion Wright para finalmente ser
almacenado en la caja portaobjetos para su respectiva lectura en el

laboratorio de Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria

Figura 3. Preparaciéon de un frotis de sangre capilar obtenida de la punta de la oreja

(Irwin, 2012)

Los extendidos sanguineos y coloraciones de las 3 laminas obtenidas de la sangre
venosa periférica (1 lamina), sangre capilar (1 lamina) y del Buffy Coat (1 1amina) de
cada animal, se realizaron inmediatamente después de haber tomado la muestra de

sangre en el hospital veterinario municipal de Ventanilla.

3.4.2. EVALUACION HEMATOLOGICA

Los procedimientos se realizaron segun las guias establecidas por el Laboratorio de
Patologia Clinica Veterinaria de la FMV-UNMSM vy las recomendaciones descritas en
“Veterinary Hematology: A Diagnostic Guide and Color Atlas” (Harvey, 2011)

descritos a continuacion:
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3.4.2.1. RECUENTO DE ERITROCITOS

El recuento de glébulos rojos comenzé con la homogenizacion de la muestra mediante
movimientos giratorios rotativos por unos segundos. Posteriormente, se llend la pipeta
de Thoma para eritrocitos hasta 0.5 pl con la muestra de sangre y se complet6 hasta la
marca de 101 pl (pasando por el bulbo) con el dilutor para eritrocitos (solucion
isotonica no lisante, NaCl 0.85%). Posteriormente se llevd en forma horizontal un
agitador por 40 segundos y una vez homogenizado se eliminaron las primeras 2 a 3
gotas y se procedi6 al llenado en uno de los extremos de la cdmara de Neubauer.
Finalmente se contabilizaron los eritrocitos que se encontraron en los 4 extremos y el
centro de los cuadrantes y la sumatoria se multiplicé por 10°000 expresdndose como

numero de eritrocitos/ul de sangre (Harvey, 2011).

3.4.2.2. DETERMINACION DE HEMATOCRITO (HTO)

Para la determinacion de hematocrito, se colectd con un tubo capilar sin heparina (azul),
una muestra del tubo de sangre con EDTA (previamente homogenizada) hasta llenar
aproximadamente las % partes. Seguidamente se sell6 el extremo de la franja azul cerca
de las llamas de un mechero Bunsen. Una vez sellado, se centrifugé durante 5 minutos a
10.000 rpm. Posteriormente se hizo la lectura del hematocrito expresado en porcentajes

(%) con ayuda de la tabla de lectura (CRIPTOCAP) (Harvey, 2011).

3.4.2.3. DETERMINA CION DE HEMOGLOBINA (HB)

La determinacion de Hemoglobina (Hb) se calculd mediante el método de la
Cianometahemoglobina, que se fundamenta en la medicion fotocolorimétrica de la
oxidacion de la hemoglobina a metahemoglobina y su posterior conversién a
cianometahemoglobina al interactuar con el ferrocianuro de potasio (Reactivo Drabkin).
Para su determinacion se llené 5ml de reactivo Drabkin en un tubo de ensayo y se le
agregd 20 pl de la muestra de sangre previamente homogenizada, con ayuda de la pipeta
de Sahli (una manguera de goma conectada en el extremo posterior). Luego se

homogenizé suavemente y se dejoé reposar por 10 minutos (Harvey, 2011).
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Durante la espera, se calibré el espectrofotémetro a una longitud de onda de 546 nm con
un factor de 37.00 y utilizando la opcién CF (factor). Se llevé a O con 1 ml del Reactivo
de Drabkin y pasado los 10 minutos se realizé la lectura con 1 ml de la muestra

problema, obteniendo el resultado expresado en g/dl.

3.4.2.4. RECUENTO DE PLAQUETAS (PLT)

El recuento de plaquetas (PLT) se evalud en la zona de la monocapa (localizada entre el
cuerpo y la cola del frotis) de cada frotis sanguineo. Se contabilizd el nimero de
plaquetas visualizadas en 10 campos aplicando un promedio, cuyo resultante se
multiplicé por 157000 (factor) expresdndose el resultado en Nimero de plaquetas/ul de

sangre (Harvey, 2011).

3.4.2.5. RECUENTO DE LEUCOCITOS

Para el recuento de Leucocitos se siguié el mismo procedimiento que se usé para el
recuento de eritrocitos con algunas variaciones. Se homogenizé la muestra de sangre
con EDTA y se aspir6 0.5 pl con la pipeta de Thoma, manteniendo siempre la posicién
horizontal y limpiando cada exceso o excedente de sangre con algodén. Posteriormente
se completo hasta 11ul con el dilutor (HCI 1%) obteniendo una dilucion final de 1:200.
Se procedieron a homogenizar con ayuda de un agitador por 40 segundos y seguido a
ello se eliminaron las 2 a 3 primeras gotas. Se colocd 1 gota en uno de los lados de la
camara de Neubauer y se esperé 1 a 2 minutos la sedimentacién y observacion al
microscopio para su recuento. Se contabilizaron los 4 cuadrantes y el total se multiplico
por el factor 50, obteniendo el resultado final como recuento de leucocitos expresado en

glébulos blancos / ul de sangre (Harvey, 2011).

El recuento diferencial se realizd en la zona de monocapa de cada uno de los frotis
sanguineos. Para lograr la diferenciacién celular, se contabilizé un total cien células
leucocitarias con ayuda del WBC counter (Contador hematolégico de Leucocitos) para

asi obtener los valores relativos (porcentuales) de cada linea celular (Harvey, 2011).
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3.4.2.6. BUFFY COAT

La técnica de Buffy Coat es una técnica muy empleada para el diagndstico de babesiosis
canina. Para ello, se realiz6 un corte cuidadoso de a 1 a 2 mm entre la capa flogistica y
el paquete globular de cada tubo capilar obtenido luego de la centrifugacién y lectura
del hematocrito. Este corte se realizé con el borde afilado de un portaobjetos de vidrio
nuevo y se procedié a depositar la pequefia gota de sangre junto con la capa leucocitaria
en el portaobjetos para su extendido en cruz del frotis sanguineo con su respectivo

secado y rétulo (Figura 4) (Harvey, 2011).

Figura 4. Técnica del Buffy Coat. Adaptado de Chagas et al. (2020) y Harvey (2011)
(A) Muestra de sangre centrifugada en un tubo capilar. (B) EI tubo capilar se rompe
justo debajo de la capa leucocitaria utilizando un borde afilado del portaobjetos de
vidrio del objetivo. (C) La pequeia porcion de sangre y la capa leucocitaria del tubo
capilar se depositan en el portaobjetos. (D, E) Se deja caer un cubreobjetos limpio
haciendo que la sangre se esparce uniformemente formando un borde emplumado en la
periferia. Los cubreobjetos se separan rdpidamente agarrando una esquina expuesta del

cubreobjetos superior con la otra mano y separdandolos de manera suave y horizontal.
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3.4.2.7. TINCION WRIGHT

Se vertio la solucién colorante Wright sobre cada frotis cubriéndose completamente y se
dej6 reposar por 4 minutos (en este tiempo es donde ocurre la fijacion). Luego se agregd
el mismo volumen de solucién buffer (agua destilada) homogenizando la mezcla hasta
observar un caracteristico brillo metédlico sobre la mezcla y se dejo reposar 5 minutos.
Luego de ello, se lav6 la ldamina con agua corriente para eliminar todo excedente de la
mezcla y visualizar una coloracién rosidcea de la ldmina. Se dej6é secar la ldmina a
temperatura ambiente y se ayuddé con una secadora. Posteriormente se remitié la

muestra al laboratorio para realizar la visualizacién al microscopio (Harvey, 2011).

3.4.3. IDENTIFICACION DIRECTA DE MICROORGANISMOS
COMPATIBLES CON BABESIA SPP.

La identificacion de microorganismos compatibles con Babesia spp. se realiz0 en cada
frotis sanguineo (sangre venosa periférica, sangre capilar y Buffy coat) de cada animal.
Se revisaron con énfasis en diez campos aleatorios de la monocapa de cada frotis. Esta

lectura se realiz6 hasta en tres oportunidades bajo el objetivo 1000X.

Finalmente, a nivel hematoldgico se consideré como positivo a Babesia spp. a aquellos
animales que presentaron microorganismos compatibles este hemoparésito, siguiendo

las caracteristicas descritas en estudios previos (Vignau et al., 2005; Passos et al., 2005)

3.4.4. IDENTIFICACION MOLECULAR

Se separ6 en viales de plastico, una alicuota de aproximadamente 1.5ml de cada una de
las muestras de sangre periférica colectadas en los tubos con EDTA y se mantuvieron a
-20°C hasta el momento de ser remitidas al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia Veterinaria, Seccion de Virologia para la aplicacion de las técnicas

moleculares.
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3.4.4.1. EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se realizé con la ayuda de Kit de extraccién comercial
(PureLink® Genomic ADN Mini Kit) (Invitrogen, USA), siguiendo las

recomendaciones del fabricante detalladas a continuacion:

Para la extraccion de ADN, si siguié un protocolo dividido en cuatro fases: La primera
de ellas consisti6 en el lisado, donde las muestras de sangre (200 pl) fueron sometidas a
un proceso de lisis mediante la adicién de 20 ul de Proteinasa K a la muestra. Luego se
adicion6 20 pl de RNasa A, se llevo a vortex y se encubd a temperatura ambiente por 2
minutos. Después se adicion6 200 ul de Buffer de Lisis / Unién, se homogeniz6 con un
vortex e incub6é a 55°C por 10 minutos para promover la digestion proteica. Para
terminar este proceso, se adicion6é 200 ul de etanol a 96% y se homogenizé en un

vortex.

La segunda fase consistié en la Unién de ADN. Se comenzé colocando una columna de
silica dentro del tubo colector del Mini kit y dentro de esta columna se adicioné el
material lisado (640 ul). Se centrifugd la columna a 10°000 rpm por 1 minuto a
temperatura ambiente y la columna de silica fue pasado a un nuevo tubo colector del

Mini Kit.

La tercera fase consisti0 en dos procesos de lavado consecutivos del ADN que se
encuentra unido a la silica. Para ello se adicioné 500 pl de la solucion de Lavado 1 del
Kit (posee etanol) y se centrifugd la columna a 10°000 rpm por 3 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente se descart6 el tubo colector y se colocé uno nuevo repitiéndose
el mismo procedimiento anterior a diferencia que se centrifugé a 12,000 rpm esta vez,

descartandose por ultimo el tubo colector.

Finalmente se procedié a la ultima fase de liberacion del ADN de las columnas de
silica, para la cual se coloc6 este tltimo dentro de un tubo estéril de microcentrifuga de
1.5ml y se afiadi6 50 ul de una solucién de elucion. Posteriormente se centrifugé la
columna a 12,000 rpm por 1 minuto y se descarté la columna, quedando el material de

ADN libre dentro del tubo estéril de microcentrifuga.

Una vez extraido el ADN, las muestras fueron identificadas y acondicionadas en

congelador a -20°C hasta el momento de su utilizacion para la PCR.
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3.4.4.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El anélisis molecular se realiz6 mediante el uso de PCR Multiplex usando un protocolo
previamente estandarizado en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
Veterinaria, Seccion de Virologia (M. Rojas, datos no publicados). Para ello se hizo uso
la regién ITS 1 con primers especificos para diferenciar las especies Babesia vogeli y
Babesia gibsoni (Cuadro 2) obteniendo un producto de 245 pb de ser positivo para B.

vogeli, y 454 pb de ser positivo para B. gibsoni.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 25 pl. Cada tubo
contenia una mezcla de 6.75ul de Agua molecular libre de nucleasas, 12.5ul de PCR
Mastermix Green (ANTP 200 uM, MgCl2 3,0 mM), 0.25ul de 18S — ITS.1F, 0.25ul de
B. vogeli. ITS1.R, 0.25ul de B. gibsoni.ITS1. R y finalmente Sul de ADN gendémico.

Asimismo, se incluy un control negativo, en la que el ADN problema en la mezcla era
sustituido por el mismo volumen de agua y un control positivo para B. vogeli. La
preparacion de las mezclas y la adicion final del ADN gendmico se realizd en una

camara de flujo laminar.

Las temperaturas y ciclos empleados en el termociclador fueron: 95°C por 5 minutos
para luego ser aplicados 35 ciclos consistentes en 94°C por 40 segundos
(Desnaturalizaciéon), 50°C por 1 minuto (Alineacién) y 72°C por 1 minuto y 20
segundos (Extension). Culminado el ndmero de ciclos se ingresé a la fase de extension

final a 72°C por 7 minutos.
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Cuadro 2. Diseo de los primers para amplificar fragmentos especificos de la region ITS
1 del género Babesia vogeli y Babesia gibsoni mediante PCR multiplex (Babesia

vogeli=245pb, Babesia gibsoni= 454pb)

Especificidad Nombre Secuencia del Primer
B. vogeli
18S-ITS1.F 5- GAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA -3
B. gibsoni
B. gibsoni B. gibsoni. ITS1.R 5-TTCTGTCATCAACTTGAAAACTCAA-3
B. vogeli B. vogeli. ITS1.R 5- CGGAAACCAACGGAATCCAC-3

Posteriormente a las nuestras negativas, se realizd una segunda PCR convencional,
amplificando el gen completo /8§ ARNr con primers especificos para B. canis y B.
vogeli y B. gibsoni (Cuadro 3) obteniendo un producto de 1591 pb de ser positivo a

cualquiera de las tres especies.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 51 ul. Cada tubo
contenfa una mezcla de 19ul de Agua molecular libre de nucleasas, 25 pl de PCR 2X
Mastermix Green (ANTP 200 uM, MgCl12 3,0 mM), 0.5ul de Babesia. F1, 0.5ul de
Babesia. R1 y finalmente 6ul de ADN gendmico.

Asimismo, se incluy6 un control negativo o blanco, en la que el ADN problema en la
mezcla era sustituido por el mismo volumen de agua y un control positivo para B. canis.
La preparacion de las mezclas y la adicion final del ADN gendmico también se llevaron

en una camara de flujo laminar.

Las temperaturas y ciclos empleadas en el termociclador fueron: 95°C por 5 minutos
para luego ser aplicados 40 ciclos consistentes en 94°C por 40 segundos
(Desnaturalizacion), 54°C por 1 minuto (Alineacién) y 72°C por 2 minutos y 30
segundos (Extension). Culminado el nimero de ciclos se ingresé a la fase de extension

final a 72°C por 10 minutos.
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Cuadro 3. Disefio de primers para amplificar el gen completo /85 ARNr del género
Babesia mediante PCR (1591pb).

Especificidad Nombre Secuencia del Primer Posicion de T°C

Alineamiento

B. canis

B. vogeli Babesia. FI  5- CTAAGTACAAGCTTTTTACGGTG -3 59-81 51.8

B. gibsoni

B. canis

B. vogeli Babesia. R1  5- TCACAAAACTTTCCGARGCWAAAC -3 1626-1649 55.3

B. gibsoni

3.4.4.3. ELECTROFORESIS EN AGAR GEL

Los productos amplificados fueron evaluados por Electroforesis en Agar gel. Se prepard
1.5 g de Agarosa (1.5%) disuelta en 650 ml de buffer TBE a temperatura de 60-70°C.
Posteriormente se agregé de Bromuro de Etidio a la mezcla y comenzé el proceso de
gelificacion luego de pasado 45 minutos a temperatura ambiente. Esta mezcla se
solidific6 en la cdmara de electroforesis y se agregaron 5ul del producto amplificado y
Sul de un marcador de Peso Molecular Ladder (PM) de 100 pares de base en cada celda
del gel.

Una vez solidificado el gel, se conecté la camara de electroforesis a una fuente de poder
de 120 voltios produciendo la migracion de las muestras de ADN en direcciéon del
catodo al d4nodo en un tiempo de 80 minutos. Posteriormente, se colocé el gel en el
fotodocumentador UV (Life technologies thermo fisher scientific, USA) para realizar la

lectura y se tomo la foto de las bandas de ADN en la Campana de campo oscuro.
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3.4.4.4. SECUENCIAMIENTO GENETICO

Se enviaron solo dos muestras positivas por PCR para confirmar los resultados por
secuenciamiento del gen completo /85 ARNr y la regién ITS 1. Estos fragmentos fueron
purificados y enviados a la plataforma de secuenciamiento de Macrogen Korea, ubicada
en Corea del Sur. Las secuencias obtenidas fueron editadas usando el programa
Chromas  (https://technelysium.com.au/wp/chromas/). Para el alineamiento de
secuencias y el andlisis filogenético se utilizé el programa Mega 7 (http://www.
Megasoftware.net/). La herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST) se
usO para obtener las secuencias de nucleétidos disponibles en el Gen Bank y evaluar su

similitud con las secuencias obtenidas en este estudio

3.5. ANALISIS DE DATOS

Se aplico estadistica descriptiva mediante tablas de la hematologia y PCR para la
deteccion de babesiosis canina con antecedentes de garrapatas del distrito de Ventanilla

(Callao — Pert) utilizando el programa SPSS Statistics v. 20.

3.6. CONSIDERACIONES ETICAS

Se contempld y respetd las normas éticas para la investigacion sefaladas por el Comité
de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
UNMSM siguiendo los Principios Directrices Internacionales para la Investigacion
Biomédica que Implique el Uso de Animales. A su vez, se solicitd a los duefios de los
animales que firmen un formulario de consentimiento informado libre antes de la

recoleccion de datos y de sangre.
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IV.  RESULTADOS

Del total de 50 perros con antecedentes de garrapatas, a nivel hematolégico el 20%
(10/50) evidenciaron inclusiones intraeritrociticas piriformes a manera de “gota de
agua” compatibles con trofozoitos de Babesia spp en cada uno de los frotices obtenidos
de sangre venosa periférica (1 frotis), sangre capilar (1 frotis) y del Buffy Coat (1 frotis)
por cada animal. Estas se presentaron de distintas formas (pleomorfismo) y
presentaciones, ya sea solo una, en par o inclusive hasta 4 inclusiones por eritrocito
(Figura 5a, 5b,5c, 5d, 5e). Asimismo, se encontr6 una muestra sospechosa de
coinfeccién con Ehrlichia spp. mediante microscopia dptica, no obstante, no se pudo

confirmar su positividad mediante pruebas complementarias.

El andlisis molecular mediante PCR Multiplex haciendo uso de la regién ITS [
evidencio que el 26% (13/50) fueron positivos a Babesia vogeli amplificando un tamafio
de banda de 245pb (Figura 6, Figura 7, Figura 8). EIl analisis molecular mediante el
PCR convencional haciendo uso del gen completo /85 ARNr de las muestras negativas

(37/50) descarto6 la presencia de la especie Babesia canis (Figura 9a, Figura 9b).

El secuenciamiento genético se realizé a dos muestras (Muestra 47 y 48) las cuales
presentaron un alto grado de infeccién de eritrocitos en la evaluacién de los frotices
sanguineos y un alto grado de intensidad de banda en la PCR. El gen completo /8S
ARNr y laregion ITS 1 se amplificaron para confirmar atin mds las muestras positivas e

identificar y caracterizar mejor la Babesia spp.
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Los resultados de este secuenciamiento permitieron confirmar la identificaciéon de
Babesia vogeli y mediante la bisqueda de similitud de secuencias en BLAST del gen
completo /85 ARNr, se evidencid un alto grado de similitud (99-100%) entre ambas
muestras (Muestra 47 y Muestra 48) con los aislados de Babesia vogeli de China
(HM590440.1), Venezuela (DQ297390.1), Japén (AY077719), Brasil (AY371196.1),
Espafia (AF394534.1), Egipto (AY371197.1) y otros aislados del resto del mundo. Con
respecto los resultados de secuenciamiento en base a la regién ITS [ y su posterior
busqueda de similitud mediante la herramienta BLAST, se identific un alto grado de
similitud (99-100%) con aislados de Babesia vogeli de China (MK881128.1), India
(MN190278.1) y Brasil (FJ588003.1)

Para el andlisis filogenético de ambos genes, se incluyeron aislados en base a la regién
ITS 1 de Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni y Babesia microti de diversos
estudios cuyas secuencias se obtuvieron del GenBank (Cuadro 4), los cuales fueron
elegidos porque se agrupan del mismo lado de B. vogeli en la filogenia propuesta por
Lack et al. (2012). Dichas secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias del
presente estudio (Figura 10a, 10b). El andlisis inferido por Neighbor-joining generd un
arbol en base al gen completo /85 ARNr y otro en base a la regién ITS 1. El primero de
ellos (/8§ ARNr) determind una distincién de Babesia vogeli en dos distintas clases:
Una representada por las secuencias de Pera (Muestra 47 y 48), China (a), Japon (a),
Brasil (a), Espafia(a) y Egipto(a); y una segunda clase, por las secuencias de EE. UU,
Venezuela, Pert (L98) y Argentina (Figura 11a). El segundo arbol generado en base a
la regién ITS1 determiné una distincién de dos distintas clases compuestas la primera
por Babesia vogeli compuesto por aislados de la India, Brasil (b), China (b), Espafa (b)
y Peru (Muestra 47 y 48); y una segunda clase representada por las secuencias de B.

canis, B.gibsoni 'y B. microti

Finalmente, en un esquema representativo sobre la identificacion hematoldgica y
molecular de 50 perros con antecedentes de garrapatas de al menos un mes proveniente
del distrito de Ventanilla (Callao, Pert), se encontré un 20% positivos por hematologia
y positivos por PCR, 6% negativos por hematologia y positivos por PCR, y un 74%
negativos tanto por hematologia como por PCR (Cuadro 5). Adicionalmente, los
hallazgos hematoldgicos de los 13 perros (20%) diagnosticados con babesiosis canina se

compararon con los pardmetros hematoldgicos establecidos por el Laboratorio de
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Patologia Clinica Veterinaria de la FMV-UNMSM, encontrandose una leve reduccion
en los niveles de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, leucocitos y plaquetas.
(Apéndice 2). En el estudio del frotis sanguineo se observé poiquilocitosis y

policromasia en los eritrocitos (5b,5¢ y 5d).
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Figura 5. Frotis sanguineo de sangre periférica con inclusiones intraeritrociticas
piriformes compatibles con Babesia spp (5a, 5c, 5d). Frotis sanguineo de sangre capilar
con inclusiones intraeritrociticas piriformes compatibles con Babesia spp (5b). Frotis
sanguineo del Buffy Coat con inclusiones intraeritrociticas piriformes compatibles con

Babesia spp (5e). Tincion Wright 1000X
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Figura 6. Gel de agarosa al 1.5%. de los productos de amplificaciéon de PCR Multiplex
de las 50 muestras haciendo uso regién ITS/ del gen 185 ARNr. Las muestras fueron
positivas a Babesia vogeli con un tamafio molecular de 245 pares de base. L: Marcador
de peso molecular Ladder de 100 pares de base, P: Control positivo para B. vogeli. N:

Control negativo.

Figura 7. Gel de agarosa al 1.5%. de los productos de amplificacion de PCR Multiplex

de las 50 muestras haciendo uso region ITS1 del gen 18S ARNr. Las muestras fueron
positivas a Babesia vogeli con un tamafio molecular de 245 pares de base. L: Marcador

de peso molecular Ladder de 100 pares de base. N: Control negativo.
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Figura 8. Gel de agarosa al 1.5%. de los productos de amplificacion de PCR Multiplex
de las 50 muestras haciendo uso regién ITS/ del gen 185 ARNr. Las muestras fueron
positivas a Babesia vogeli con un tamafio molecular de 245 pares de base. L: Marcador

de peso molecular Ladder de 100 pares de base. N: Control negativo

Figura 9a, 9b. Gel de electroforesis de los productos de amplificaciéon del PCR

convencional de las muestras negativas usando el Gen /8S ARNr. L: Marcador de peso

molecular Ladder de 100 pares de base. N: Control negativo. P: Control Positivo
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Figura 10a, 10b. Alineacién de secuencias de nucledtidos del gen completo /8S ARNr
(10a) y la regién ITS I (10b) de Babesia vogeli de diversas partes del mundo y las

muestras obtenidas en este estudio (Muestra 47 y 48)
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secuencia de la muestra 47 gen ADM ribosomal 18 S parcial 1550 pb

11a

secuencia de la muestra 48 gen ADM ribosomal 18 S parcial 1550 pb -

secuencia Babesia vogeli isolate Guangdong (HRS50440.1)
100

secuencia Babesia sp isolate Okinawa (AY0Z7719)

sequence Babesia vogeli Brasil Passos (AY371196.1)

= sequence Babesia vogeli isolate Spain (D0439545.1)

sequence Babesia vogeli isolate Egypt (AY371197.1)

sequence Babesia vogeli USA (AY371198.1)

secuencia Babesia vogeli Venezuela (DQ297390.1)

sequence Babesia vogeli isolate L9298 Peru (KY342103.1)

65 Babesia vogeli isolate Argentinal (ELBE2993.1)

oin

Babesia vogeliisolate bc27 India (MMN130275.1)

11b

v Babesia vogeliisolate Recife Brazil(h) (FJ588003.1)

Babesia vogeli clon Longhua 17 China(b) (MKBS1128.1)
a8
Babesia vogeli Muestra 438 fragmento ITS 1 219 pb -

100

l L Babesia vogeli Spain(b) (AF334534.1)

Babesia vogeli Muestra 47 fragmenta ITS 1 217 pb _

—— Babesia microti isolate AaA0401 Japan(c) (AB243680.1)

{Babesia gibsoni isolate Asia 2 Japan (b) (AF175301.1)
* Babesia canis isolate BCD203 Egypt(b) (MRBEZ5591.1)

0.050

Figura 11a, 11b. Arbol filogenético generado a partir de la secuencia del gen completo
18S ARNr (11a) y de la region ITS 1 (11b) de los aislados autdctonos de B. vogeli
“Muestra 47 y 48” comparados con otras secuencias de Babesias (Babesia canis,
Babesia vogeli, Babesia gibsoni y Babesia microti) correspondientes del GenBank
mediante el método” neighbor-joining" con 17000 réplicas bootsrap y la distancia
evolutiva ajustada mediante el parametro “Kimura-2”. Los nimeros de acceso de

GenBank se muestran en el arbol
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Cuadro 4. Datos de aislados de Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni y
Babesia microti obtenidos del GenBank e incluidos en el analisis de las secuencias del

gen /85 ARNr y laregion ITS 1. (*): hecho en roedores

N° CODIGO LOCALIDAD PAIS SECUENCIA SIMILIT
UD (%)

1 Muestra 47 Ventanilla Perua 100

2 Muestra 48 Ventanilla Pera 100

4 Babesia_vogeli_isolate_Guangdong Cantén China (a) (HM590440.1) 100

5 Babesia_vogeli_Venezuela Falcon Venezuela | (DQ297390.1) 100

6 Babesia_sp_isolate_Okinawa Okinawa Japén (a) (AY077719) 100

7 Babesia_vogeli_Brasil_Passos Minas Gerais Brasil (a) (AY371196.1) 100

8 Babesia_vogeli_isolate_spain(a) No disponible | Espaifia (a) (DQ439545.1) 99.5 Gen 18

ARNr

9 Babesia_vogeli_isolate_Egypt No disponible | Egipto (a) (AY371197.1) 99.8

10 Babesia_vogeli_USA No disponible USA (AY371198.1) 99.8

11 Babesia_vogeli_isolate_1.98_Peru Piura Peru (KY349103.1) 99

(L98)

12 Babesia_vogeli_isolate_Argentinal Buenos Aires | Argentina (EU362993.1) 99

13 Babesia_canis_vogeli_clon_Longhua_17 Longhua China (b) (MK881128.1) 99.5

14 Babesia_canis_vogeli_isolate_bc27 No disponible India (MN190278.1) 99.5

15 Babesia_canis_vogeli_isolate_Recife Recife Brasil (b) (FJ588003.1) 99.05

16 Babesia_gibsoni_isolate_Asia_2 No disponible Japén (AF175301.1) - Regi6n

ITS 1

17 | Babesia_microti_isolate_AaAO401_Japan | No disponible Japén (AB243680.1) -

18 Babesia_canis_isolate_ BCD203_Egypt El Cairo Egipto (MN625891.1) -

19 Babesia_canis_vogeli_spain(b) Tenerife Espaiia (b) (AF394534.1) 100
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Cuadro 5. Esquema general de los hallazgos hematolégicos y moleculares de 50 perros

con antecedentes de garrapatas de al menos 1 mes del distrito de Ventanilla (Callao —

Peru
Hallazgos PCR
hematolégicos
Positivo Negativo Total
Positivo 10 (20%) 0 (0%) 10 (20%)
Negativo 3 (6%) 37 (74%) 40 (80%)
Total 13 (26%) 37 (74%) 50 (100%)
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V.  DISCUSION

La frecuencia de infeccion por Babesia vogeli de este estudio mediante el uso de
técnicas hematoldgicas y moleculares es de las mds altas (26%) reportadas en América
del Sur comparada por los reportes de Argentina (0.25%), Venezuela (2.24%),
Colombia (5%), Ecuador (5%) y Brasil (6-8%) (Criado-Fornelio et al., 2007; Vargas-
Hernandez et al., 2012; Lemos, 2014; Araujo et al., 2015; Olaya,2015; Eiras et al.,
2018). Asimismo, este estudio confirma el trabajo previo realizado por Cerro et al.
(2018) indicando que Babesia vogeli esta presente en perros del Pert con una frecuencia
mucho mayor (26%) comparado con el estudio antes mencionado (1.4%). Esto puede
explicarse a que, si bien este estudio se realizé en perros con antecedentes de garrapatas
de al menos 1 mes, eran animales que acudian a un centro veterinario, algunos recién
adoptados de la calle y otros sin ningin control sanitario previo de vacunacién ni
desparasitacion externa e interna. Adicionalmente, los canes al momento de la
inspeccién poseian una moderada cantidad de garrapatas en diferentes zonas, siendo las
orejas y los espacios interdigitales las de mayor frecuencia. No obstante, enfatizamos en
que este estudio no es representativo sobre la tasa real de infeccidon frente a este
hemopardsito ya que se evalué dnicamente a perros domésticos con antecedentes de
garrapatas de 1 mes; sin embargo, podemos afirmarla afirmarla presencia de Babesia
vogeli en la poblacion de perros de Ventanilla. En ese sentido, se requieren mayores
estudios, con un mayor nimero de animales e inclusive estudios que puedan detectar la

presencia de este agente en su vector (garrapatas)
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para poder confirmar la presencia de esta y otras especies de Babesia en el Pert con su
respectiva prevalencia y andlisis filogenético que permita establecer las rutas de los

vectores.

El distrito de Ventanilla, donde se realizé el estudio, se caracteriza por tener un
acelerado crecimiento demogréfico a zonas periurbanas y rurales ademds de poseer una
abundante cantidad de perros callejeros (Rend6én et al., 2020), que sumado a los
resultados de este estudio, los convierte como posibles focos de infeccion de Babesia
vogeli por lo que es necesario establecer protocolos de diagndstico, tratamiento y
prevencion por parte de las autoridades sanitarias contra la enfermedad producida por

este agente segun lo establecido por Solano-Gallego et al. (2016).

El total de muestras positivas por hematologia (10/50) resultaron también positivas por
técnicas moleculares, no obstante 3 muestras que resultaron negativas por hematologia
(3/50), resultaron positivas con el uso de PCR, evidenciando un 6% de falsos negativos
para Babesia spp. mediante el uso de técnicas hematoldgicas. Esto demuestra la ventaja
del uso de técnicas moleculares para el diagnostico de Babesiosis canina ya que la
sensibilidad del método de examen microscopico (hematologia) para su diagndstico esta
muy vinculado al nivel de parasitemia al momento de la obtencién de muestra, ya que el
limite de deteccion es de aproximadamente el 0.001% de parasitemia acompafiado de la
destreza del operario. (Bose et al., 1995; Birkenheuer et al., 2003; Furuta et al., 2009;
Irwin, 2009). No obstante, algunos reportes indican la presencia de falsos negativos en
perros con babesiosis créonica ya que su nivel de parasitemia es fluctuante, haciendo
incluso dificil el diagndstico con el uso de técnicas moleculares (Birkenheuer et al.,

2004).

La visualizacion directa de Babesia spp. por microscopia Optica (hematologia) en cada
animal positivo, se evidencié en cada uno de los frotices sanguineos obtenidos por
animal (sangre venosa periférica, sangre capilar, y Buffy Coat). Esto muestra la
importancia de la coleccidén de sangre capilar y la realizacién del Buffy Coat para el
diagndstico de hemoparasitos, asi como su réapido procesamiento dentro de las 2 horas

posteriores a la toma de muestra (Passos et al. 2005; Irwin, 2009; Chagas et al., 2020).
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Asimismo, como hallazgos hematoldgicos secundarios de los perros positivos a Babesia
vogeli, se encontr6 que el 61.5% (8/13) presenté anemia de leve a moderada con
presencia de poiquilocitosis y policromasia. Respecto a serie blanca se encontraron
resultados muy variables ya que el 7.6% (1/13) present6 leucopenia moderada a severa
mientras que el 23% (3/13) presentaron leucocitosis. En serie plaquetaria, el 69.2%
(9/13) presentd trombocitopenia de las cuales el 53.8% (7/13) fueron de moderada a
severa y el 15% (2/13) solamente leves. Si bien es cierto, todos estos cambios coinciden
con la literatura de diversos estudios las cuales afirman que anemia hemolitica
regenerativa y trombocitopenia son las alteraciones hematoldgicas més frecuentes de
encontrar en una infeccion causada por Babesia vogeli; la presencia de otros
hemoparasitos que también pudieran producirlos, no fue posible descartarlo en las
muestras del presente estudio, por lo que no es atribuible estos hallazgos encontrados a
Babesia vogeli. (Boozer y Macintire, 2003; Guimaraes et al., 2004; Dantas-Torres y
Figueredo, 2006; Salem y Farag, 2014). Adicionalmente debemos considerar que 3
perros (6%) que resultaron falsos negativos en la hematologia a Babesia vogeli y
presentaron estas alteraciones hematoldgicas en la evaluacion del frotis sanguineo, se
encontraban clinicamente sanos, por lo que se puede sospechar de la presencia de perros
“portadores” en una etapa subclinica o cronica de la enfermedad lo cual explicaria el
resultado negativo por microscopia Optica (hematologia) debido a su nivel de
parasitemia fluctuante ya que en una infeccion crénica, las Babesias quedan atrapadas
dentro de las redes capilares del bazo, higado y otros 6rganos, desde donde se liberan
periddicamente a la circulacién y que solamente desencadenardn algin signo de
babesiosis canina, ante la aparicion de un evento inmunosupresor. (Salem y Farag,

2014; Solano- Gallego et al., 2016; Cerro et al., 2018).

El andlisis filogenético de este estudio, en base a la caracterizacion y secuenciamiento
del gen completo /85 ARNr sugieren una diseminacion global de este hemoparasito en
paises de América del Sur como Argentina, Brasil, Venezuela; asi como de todo el
mundo (China Egipto, Espafia) y marcan una posible divergencia entre aislados de B.
vogeli, no obstante, este estudio no se centr6 en determinar la matriz de divergencia
intraespecifica por lo que se hace necesario futuros trabajos de investigacion en base a
este tema. Por otro lado, en el andlisis de la regién ITS] del gen 18§ ARNr, permite

determinar una clara diferencia entre aislados de B. vogeli obtenidos de todo el mundo
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con las especies de B. gibsoni, B. canis y B. microti, apoyando la idea que son regiones
altamente conservadas y que permite la diferenciaciéon de especies de Babesia segin
propuesto por los trabajos de Uilenberg et al. (1989), Carret et al. (1999), Allsopp, B. y
Allsopp, M., (2006) y Lack et al. (2012), no obstante cabe sefialar la insuficiencia de
este marcador (I7S7) para determinar la divergencia entre especies, pero si su correcto
uso para la diferenciacion e identificacion de las mismas (Zahler et al., 1998). Es por
ello que se hace necesario considerar esta regién I7S I del gen /8S para futuros estudios
de identificacion de las diferentes especies Babesia (Sa et al., 2006; Criado-Fornelio et

al., 2007; Vargas-Hernandez et al., 2012; Araujo et al., 2015; Eiras et al.,2008)
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VI. CONCLUSIONES

La identificacion hematoldgica permiti6 saber que un 20% de perros con
antecedentes de garrapatas del distrito de Ventanilla presentaron inclusiones

intraeritrociticas compatibles con Babesia spp.

La identificacién molecular permiti6 saber que el 26% de perros con
antecedentes de garrapatas del distrito de Ventanilla fueron positivos a Babesia

vogeli

Las secuencias de la region ITS 1 del gen 18S ARNr de las 2 muestras del

presente estudio resultaron 100% idénticas con los aislados de Babesia vogeli
Las secuencias del gen completo /8S ARNr de las 2 muestras del presente

estudio resultaron 100% idénticas con los aislados de Brasil, Japén Espaiia,

China y Egipto

Las alteraciones hematolégicas mas frecuentes en perros positivos a Babesia

vogeli fueron anemia y trombocitopenia
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VII. RECOMENDACIONES

En la rutina del médico veterinario, principalmente en zonas con un alto
crecimiento demografico y alta prevalencia de garrapatas, es indispensable la
realizacion del hemograma completo que incluya el examen del frotis sanguineo
con el fin de poder observar y descartar la presencia de algin hemoparasito. En
caso de ser positivo, pese a no presentar ningin signo clinico, es necesario
realizar el tratamiento oportuno. Y en caso de ser negativo, poder repetir el

hemograma cada 15 dias
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IX. APENDICE

Apéndice 1. Los niveles celulares de serie roja, blanca y plaquetaria de los 50 perros con antecedentes de garrapatas de al menos 1 mes del

distrito de Ventanilla

ROJA BLANCA TROMBOCITICA Presencia de
ID ERIT HB HTO LEUC | ABAS | SEG | LINF | MON | EOS | BASO PLAQ Babesia
1 5.31 11.7 35 23800 0 60 | 35 0 5 0 390000 Positivo LINDA
2 8.71 17.7 53 11100 0 88 | 11 0 1 0 45000 Negativo ARGENIS
3 3.99 8 24 9400 2 87 | 10 1 0 0 151500 Negativo CANELA
4 3.1 7.9 23 4600 0 81 | 15 1 3 0 105000 Negativo ADAMMO
5 5.13 11.9 37 14600 0 90 9 1 0 0 200500 Negativo MONCHITA
6 5.86 15.3 46 4500 0 77 | 22 1 0 0 67500 Negativo JACK
7 4.61 11.7 35 12600 2 71 | 21 5 1 0 207000 Negativo MOMO
8 2.55 6 17 7200 0 83 | 15 1 1 0 73500 Negativo NICOLAS
9 5.4 11.7 35 9000 0 76 | 21 1 2 0 82000 Negativo HACHI
10 4.69 10 30 10500 0 80 | 16 1 1 0 60000 Negativo BLANCA
11 2.41 8 24 37300 0 87 | 12 0 1 0 504000 Negativo CANDY
12 6.54 13.3 40 13600 0 58 | 37 3 2 1 204000 Negativo SHAILON
13 2.31 5 18 15100 2 69 | 26 2 1 0 121500 Negativo KUKY
14 5.54 13 38 16900 0 61 | 35 1 3 0 282000 Negativo ARCHI
15 4.4 9.4 30 10700 3 65 | 27 1 2 0 120000 Negativo NERON
16 3.82 7.7 24 11700 1 80 | 15 2 1 0 90000 Negativo SCOTT
17 4.82 9 27 11500 0 81 | 18 1 0 0 120000 Negativo VOLTON
18 8.16 16.3 49 17400 0 67 | 30 1 2 0 220000 Negativo THOR
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19 2.06 6.3 19 75800 6 68 20 3 3 0 40000 Negativo BALU

20 1.91 7 20 20900 1 85 12 2 0 0 136500 Negativo EEVEE
21 5.59 13.3 40 2200 1 25 60 8 6 0 181500 Negativo CORAL
22 4.15 9.6 29 18000 0 90 9 1 0 0 220000 Negativo JENAL

23 7.72 15.3 46 15100 0 62 28 7 3 0 170000 Negativo HANNA
24 7.27 10 32 19200 0 76 20 3 1 0 230000 Negativo CHARLIE
25 5.27 11 33 10600 0 76 21 0 3 0 220000 Negativo NERON
26 8.02 14 42 8000 0 78 16 3 3 0 250000 Negativo ROCCO
27 6.41 17 52 8900 0 75 24 0 1 0 215000 Negativo GARU
28 7.39 13.3 40 11800 0 71 22 2 5 1 357500 Negativo SAMANTHA
29 7.19 15.3 46 12300 0 70 25 1 4 0 320000 Negativo ROMEO
30 7.14 14.6 44 11200 0 63 35 2 0 0 210000 Negativo ZEUS

31 8.52 17 50 12200 0 73 22 3 2 0 250000 Positivo DAVID
32 7.99 17 51 14800 0 75 19 3 3 0 270000 Positivo CYBORG
33 3.26 8 23 12400 0 42 52 6 0 0 60000 Positivo CHAMI
34 5.15 17.6 43 3000 0 35 56 8 1 0 199000 Positivo SUSY

35 6.91 16.3 50 8300 1 89 4 5 2 0 350000 Negativo SPOCK
36 4.71 10.3 31 20700 0 50 47 2 1 0 520000 Negativo BOBBY
37 6.82 14 42 8300 0 77 18 4 1 0 288000 Negativo KAZUMI
38 3.93 9 27 11000 0 79 12 6 3 0 70000 Negativo CELESTE
39 4.76 11.3 34 2700 0 81 16 3 0 0 60000 Negativo DAKOTA
40 5.42 12.3 37 8900 2 60 30 6 2 0 75000 Negativo LAZY

41 5.83 14.3 43 19600 0 81 12 2 4 0 530000 Positivo PELUSA
42 4.36 9.6 29 21100 0 76 18 4 2 0 540000 Negativo KACHITO
43 3.29 9 27 9000 0 70 25 5 0 0 50000 Positivo CHIKI

44 2.34 6.3 19 10700 0 52 44 4 0 0 77000 Positivo NEGRA
45 3.53 10 31 8000 0 74 24 1 1 0 65000 Positivo RUFINO ACOSTA
46 2.65 7 20 9600 0 60 38 0 2 0 53000 Positivo LOBO ESPINOZA
47 4.2 10.2 33 9600 0 76 23 1 0 0 86000 Positivo MANCHITAS




48 3.8 6.9 25 8300 0 68 29 3 0 0 70000 Positivo LAYKA
49 6.36 12 38 12000 0 56 44 0 0 0 190000 Positivo TEO
50 2.31 8.3 26 11400 0 79 18 3 0 0 120000 Negativo TOMMY

ID: Cédigo de cada perro

ERIT: Numero de eritrocitos

HB: Nimero de Hemoglobina

HTO: Numero de Hematocrito

LEUC: Numero de Numero de Leucocitos
ABAS: Numero de Abastonados

PLAQ: Nudmero de Plaqueta

SEG: Segmentados

LINF: Numero de Linfocitos
MON: Numero de Monocitos
EOS: Numero de Eosinofilos
BASO: Numero de Basofilos
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Apéndice 2. Los niveles celulares de serie roja, blanca y plaquetaria que complementen el andlisis hematolégico: Los valores

hematolégicos referenciales para caninos fueron establecidos por el Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la FMV-UNMSM.

Babesia positivos

Babesia negativos

N=13 N=37
Parametro Valores PROMEDIO DS I.C. (95%) PROMEDIO DS I.C. (95%)
Hematolégico Referenciales de
Caninos
Recuento de 570007000 - 477807000 17960 3'5-579 571707000 1°878°000 4756 —-5777
glébulos rojos 770007000 / ul
(GR/l.)
Determinacion de 12-18 g/dl 11.3 4.04 8.8-13.7 11.3 3.35 10.2-12.3
hemoglobina (Hb)
Porcentaje de 37-55% 33.7 10.8 27.1-40.2 34.2 10 309-37.4
hematocrito (Hto)
Recuento de 87000 — 137000 / ul 117769 57301 8756 -14797 147160 12,190 10723-
leucocitos (GB/ul.) 18709
Recuento 2007000 — 4007000 1767150 1507500 857195- 1957324 1307566 15372 -
plaquetario(Pl/ul.) /ul 2677104 23773
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Apéndice 3. Carta de consentimiento informad

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo con DNI N¢ con domicilio
en , teléfono propietario
de mi mascota identificado con el N2

Manifiesto que he recibido y entendido la informacién sobre la toma de muestra de
sangre al que voluntariamente autorizo que se someta a mi mascota, teniendo
conocimiento de los datos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos en el proyecto de tesis: “Identificacion molecular de especies del género
Babesia spp. en perros de Ventanilla” del estudiante de pregrado Erick Arias Otoya
(cédigo de estudiante: 14080017), cuyo asesor de tesis recae sobre el Mv. Mg. Luis Hoyos
Sifuentes

Propietario
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