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RESUMEN

La babesiosis es causada por parasitos protozoarios intraeritrociticos
gue son transmitidos por especies de garrapatas, capaces de infectar
animales domeésticos y salvajes. Estos protozoos del género Babesia
han causado gran pérdida econémica dentro de la industria ganadera
debido a la mortalidad, morbilidad y los altos costos que implica la
atencion veterinaria. En Colombia, diversos estudios han permitido
determinar que la babesiosis especialmente la bovina tiene una gran
repercusion econdmica y sanitaria, sin embargo, trabajos dirigidos
sobre la ixodofauna relacionada como el vector de la enfermedad poco
se ha realizado. Por esta razon, en el presente trabajo de investigacion,
se identifico protozoarios del genero Babesia asociados a garrapatas
en ambientes rurales del departamento de Sucre. 1.084 garrapatas
(487 R. sanguineus, 336 D. nitens, 251 R. microplus, 7 A. mixtumy 3 A.
auricularium) fueron colectadas de diferentes animales domésticos
organizados en 350 grupos de ectoparasitos, donde 165 grupos eran
de R. sanguineus, 97 D. nitens, 83 R. microplus, 4 A. mixtum y 1 A.
auricularium. A estos grupos de garrapatas se les realizo extraccion de
ADN, luego una PCR anidada de la region ITS1 y PCR del gen 18S
ARNr de especies de Babesia. Posteriormente la secuenciacion y
analisis genético que permiti6 la identificacibn de los parasitos
detectados. De 10 extractos de ADN de las diferentes especies de
garrapatas positivos a piroplasmas; 5 extractos de ADN fueron de D.

nitens, 3 de R. microplus y 2 de R. sanguineus, donde se identificaron



mediante ITS1 B. canis vogeli, B. bigemina, B. equi (= T. equi) y B.
caballi; mientras que por el gen 18S ARNr se identifico a B. equi, B.
canis vogeli y B. caballi, inesperadamente a partir de un extracto de
ADN de R. microplus se identific6 Hepatozoon canis. La presente
investigacion constituye la evidencia de la gran diversidad de
piroplasmas del género Babesia que se puede encontrar en especies
de garrapatas de animales domésticos del departamento de Sucre. La
alta diversidad de piroplasmas y las relaciones que se observaron con
las especies de garrapatas en las que fueron detectadas, confirman la
existencia de complejos patrones de interrelaciones garrapata-
hospedero en zonas rurales del norte de Colombia que ameritan mas

estudios ecoldgicos y moleculares.

Palabras clave: Babesia, ITS1, 18S ARNr, Garrapatas, PCR.



ABSTRACT

Babesiosis is caused by intraerythrocytic protozoan parasites, tick
species- transmitted, capable of infecting domestic and wild animals.
These protozoa of the genus Babesia have caused great economic loss
within the livestock industry due to the mortality, morbidity and high
costs involved in veterinary care. In Colombia, several studies have
made it possible to determine that babesiosis, especially bovine
babesiosis, has a great economic and health repercussion, however,
works directed on the related ixodofauna as the vector of the disease
have not been carried out. For this reason, in this research work,
protozoa of the genus Babesia associated with ticks were identified in
rural environments of the department of Sucre. 1.084 ticks (487 R.
sanguineus, 336 D. nitens, 251 R. microplus, 7 A. mixtum and 3 A.
auricularium) were collected from different domestic animals organized
into 350 pools of ectoparasites, where 165 pools were R. sanguineus,
97 D. nitens, 83 R. microplus, 4 A. mixtum and 1 A. auricularium. These
pools of ticks were subjected to DNA extraction, then a nested PCR of
ITS1 and PCR of the 18S rRNA gene of Babesia species. Later, the
sequencing and genetic analysis allowed the identification of parasite.
From 10 DNA extracts of the different species of ticks; 5 extracts were
from D. nitens, 3 from R. microplus and 2 R. sanguineus, where were
identified by ITS1: B. canis vogeli, B. bigemina, B. equi (= T. equi) and
B. caballi; while for the 18S rRNA gene: B. equi, B. canis vogeli and B.

caballi, unexpectedly from a DNA extract from R. microplus was
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identified H. canis. The present investigation constitutes the evidence of
the great diversity of piroplasmas of the genus Babesia that can be
found in species of ticks of domestic animals of the department of
Sucre. The high diversity of piroplasmas and the relations observed
with the tick species in which they were detected, confirm the existence
of complex patterns of tick-host interrelations in rural areas of northern

Colombia that warrant further ecological and molecular studies.

Keywords: Babesia, ITS1, 18S rRNA, Ticks, PCR



1. INTRODUCCION

La babesiosis es una enfermedad causada por protozoos del género
Babesia (Piroplasmida: Babesiisae) y transmitidos por garrapatas, esta
enfermedad es de gran importancia econémica por su impacto en la
ganaderia, siendo la primera enfermedad transmitida por vectores
descrita y desde entonces se han descubierto mas de 100 especies de
estos hemoparasitos que afectan principalmente a vertebrados de la
clase Mammalia. En Colombia, se reconoce la presencia de °Babesia
bigemina y Babesia bovis en ganado bovino, Babesia canis en perros y
se puede considerar la presencia de Babesia equi en caballos, a partir
de esta informacion se han realizado estudios para demostrar el
potencial zoondtico de estos agentes en salud publica dada la similitud
clinica y parasitologica que presentan la malaria y la babesiosis

humana.

En el departamento de Sucre se ha iniciado una serie de trabajos
encaminados a conocer parte de la ixodofauna local y su potencial
epidémico como vectores de enfermedades humanas. Sin embargo, no
se han realizado trabajos enfocados en la diversidad de protozoos del
género Babesia en ambientes rurales, los cuales dependen en gran
parte de las garrapatas para su transmisibn en escenarios
ecolégicamente complejos, es posible que bajo ciertas condiciones se

puedan presentar casos en humanos debido a los potenciales



encuentros entre humanos y garrapatas infectadas con especies de
Babesia aun no registradas en Colombia. Debido a la ausencia de
informacion sobre la diversidad de Babesia y de su relacién con las
garrapatas, el objetivo del presente trabajo fue identificar protozoos del
género Babesia asociados a garrapatas en ambientes rurales del
departamento de Sucre y estimar un riesgo ixodoldgico parcial a través
de modelos de distribucion de garrapatas para la regiéon Caribe de

Colombia.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1Consideraciones generales del genero Babesia
(morfologia/genoma).

Babesia es uno de los hemoparasitos mas comunes en el mundo,
con un gran rango de hospederos; desde su descubrimiento a finales
del siglo XIX se han encontrado animales silvestres y domésticos
asociados a las diferentes especies de este género, y también a
garrapatas como su principal vector (Chauvin, Moreau, Bonnet,
Plantard, Malandrin, 2009).

En 1888, Victor Babes, reportdé microorganismos en los eritrocitos de
ganado en Rumania, que fueron asociados con hemoglobinuria bovina;
posteriormente se encontrd también en eritrocitos de ovejas (Babes,
1888). Investigaciones realizadas cinco afios mas tarde por Smith y
Kilborne, permitieron sefialar la presencia de un parasito
intraeritrocitico en bovinos causante de la fiebre del ganado en Texas
(Estados Unidos), transmitido por una garrapata, otorgandole el
nombre de Pyrosoma bigeminum (Smith y Kilborne, 1893); fue el primer
reporte de la transmision de un parasito protozoario por un artrépodo.
Sin embargo, ese mismo afio, los diferentes parasitos descritos por
Babes, Smith y Kilborne fueron nombrados por Starcovici como
Babesia bovis, Babesia ovis y Babesia bigemina, respectivamente
(Starcovici, 1893). Luego, Piana y Galli-Valerio (1895) y Koch (1904),

observaron a estos microorganismos parasitando eritrocitos de otros



animales domésticos como perros y caballos, y se les describio con el

nombre de B. canis y Babesia caballi, respectivamente.

Segun su morfologia, son llamados piroplasmidos debido a que los
parasitos adquieren una forma de pera dentro de las células de los
hospederos vertebrados que parasitan (Kakoma & Mehlhorn, 1993;
Telford, Gorenflot, Brasseur y Spielman, 1993), y de esta forma se
pueden clasificar en dos grupos: babesias pequefias (1,0-2,5 um de
longitud) que incluye B. bovis, Babesia gibsoni, Babesia microti,
Babesia rodhaini, entre otros y babesias grandes (2,5-5,0 ym de
longitud) como B. bigemina, B. caballi, B. canis y otros, dependiendo de
esto, asi sera la orientacion del parasito en las células infectadas; si el
tamafio es grande, los parasitos se encontraran en sus extremos
formando un angulo agudo y si son pequefios formaran un angulo

obtuso (Ruprah, 1985).

En relacién a su genoma, para el caso de B. bovis, secuenciado por
Brayton et al., (2007), se determiné un tamafio del genoma es de 8,2
Mpb que consiste en cuatro cromosomas de 2,62 2,59 1,73 y 1,25
Mbps (Figura 1). EI genoma de B. bovis es similar en tamafio al de
Theileria parva (8.3Mbps) (Gardner et al., 2005) y Theileria annulata
(8.35 Mbps) (Pain et al., 2005), siendo el genoma mas pequefio de

aplicomplexa secuenciado (Tabla 1).
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Figura 1. Representacién de centromeros de B. bovis y genes smorf y vesl. Se
describen cinco grupos de proteinas antigénicas, presentes en B. bovis, dos de ellas
son codificadas por grandes familias de genes: las proteinas variables expresadas en
la superficie de los eritrocitos (VESAL) y las proteinas SmORF. Las otras son
codificadas por familias de genes mas pequefas, es el caso de las proteinas de los
cuerpos esféricos (SBP), las proteinas de los rhotries (RAP-1) y las proteinas
variables de la superficie de los merozoitos (VMSA). Fuente: Brayton et., 2007.

El genoma de B. bovis contiene tres operones ARNr, dos en el
cromosoma 3 y uno en el cromosoma 4, y 44 genes ARNL distribuidos
en todos los cuatros cromosomas y se estima un total 3.671 proteinas
nucleares codificadas por genes. Ademas del genoma nuclear, el
pardsito contiene dos genomas extracromosoémicos ricos en A+T: un
genoma de apicoplasto circular de 33 kbp y un genoma mitocondrial

lineal de "6 kbp (Tabla 1) (Brayton et al., 2007).

Especies
Caracteristicas P. falciparum  T.parva  B. bovis
Tamairio (Mbp) 22,8 8,3 8,2
Ndmero de cromosomas 14 4 4
Tamario del genoma apicoplasto (kpb) 35 39.5 33
Tamarfio del genoma mitocondrial "6 lineal "6 lineal "6 lineal
Numero de proteinas codificadas por 5.268 4.035 3.671

genes

Tabla 1. Comparacion de caracteristicas de genoma de P. falciparum, T. parva y B.
bovis. Fuente: Brayton et al., 2007 (Modificado).



2.2Clasificacion filogenética.

El género Babesia pertenece al filo Apicomplexa (también llamado
Sporozoa), caracterizada por la presencia de un complejo apical y un
citoesqueleto unico que lo diferencia de los otros eucariotas (Gordon &

Silbley, 2005).

Pertenece a la Clase Aconoidasida (Piroplasmea), orden
Piroplasmida (Levine, 1971; Levine et al., 1980; Mehlhorn et al., 1980).
Tradicionalmente se habla con especial interés de dos familias dentro
de este orden: Babesiidae y Theileriidae, cuya diferencia entre ellos
radica en la ausencia de un ciclo preeritrocitico en Babesiidae y la
ausencia de transmision transovarial en Theileridae (Kakoma &

Mehlhorn, 1993; Telford et al., 1993).

Antes de la aplicacibn de metodologias moleculares, se habian
validado cerca de 111 especies del genero Babesia, basados
especificamente en caracteristicas morfolégicas y biolégicas
(Mehlhorn, Schein y Ahmed, 1994; Levine, 1988; Reichard, Van Den
Bussche, Meinkoth, Hoover, y Kocan, 2005). En contraste, con estos
caracteres fenotipicos, las secuencias de ADN tienen la ventaja de
diferenciar especies morfolégicamente similares y cuantificar estas
diferencias. Recientemente, las herramientas moleculares han hecho
importantes contribuciones que han permitido revelar linajes y

relaciones evolutivas, aportando grandes cambios en la clasificacion de



los piroplasmidos. Es importante destacar que estas contribuciones han
confirmado y refinado en gran medida las clasificaciones taxonémicas
anteriores, que fueron realizadas por la observacidon de un nuamero
limitado de caracteres fenotipicos (Schnittger, Rodriguez, Florin-
Christensen y Morrison, 2012).

En estudios de analisis filogenéticos basados en la subunidad
pequefia del ARN ribosomal 18S (18S rRNA) con inferencias
bayesianas de mas de 600 secuencias del orden Piroplasmida se han
descrito 6 clados (Schnittger et al., 2012; Criado et al., 2003a), a partir
de este analisis es evidente que el género Theileria no es mas que un
linaje polifilético de piroplasmas dentro del género Babesia.

A) El primer clado contiene a B. microti y B. rodhaini, parasitos que
se encuentran asociados a roedores, asi también como B. leo y B. felis
que infectan felinos. Los roedores y los felinos han sido considerados
hospederos primordiales (Criado et al., 2003b; Penzhorn, Kjemtrup,
Lépez-Rebollar y Conrad, 2001).

B) El segundo clado consiste de piroplasmas que han sido aislados
en el oeste de los Estados Unidos, como California y Washington, por
tal razén es llamado el “Clado Occidental”. Algunas de las especies de
este clado son B. conradae y B. duncani, que son indistinguibles en su
morfologia y ultraesctructura.

C) El tercer clado contiene piroplasmas de los géneros Theileria,
Cytauxzoon y Babesia (3A y 3B), de forma general es conocido como

el clado Theileria.



D) El cuarto clado contiene a B. bicornis y Theileria equi/B. equi, se
comporta como un clado monofilético que no es en el sentido estricto
de la taxonomia Theileria ni Babesia (Criado et al., 2003a; Holman,
Spencer y Droleskey, 2005; Hunfeld, Hildebrandt y Gray, 2008; Gray,
Zintl y Hildebrandt, 2010; Herwaldt, Caccio y Gherlinzoni, 2003).

E) El quinto clado incluye especies del género Theileria, el primer
grupo incluye a T. annulata, T. parva, T. lestoquardi que presentan
proliferacion en los leucocitos, las cuales afectan la salud de ovejas y el
ganado en la region mediterranea, Asia y Africa, y el segundo grupo de
especies no presentan una proliferacién en leucocitos, e incluye el
complejo T. buffeli y T. ovis. Los parasitos de Theileria de este grupo
infectan exclusivamente a ungulados.

F) El sexto clado contiene al género Babesia sensu stricto, e incluye
a especies como B. bovis, B. bigemina, B. ovis, B. caballi, B. vogeli, B.
canis y B. divergens que infectan desde especies como ovejas Yy

caballos hasta caninos y el hombre.

Este panorama filogenético ha tenido un profundo impacto en la
taxonomia de piroplasmas, mostrando que entre las familias
Babesiidae y Theileriidae no parecen existir limites taxonomicos claros
(figura 2) y poniendo en tela de juicio la existencia misma de la familia

Theileridae.
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Figura 2. Arbol consenso de 170 mil arboles muestreados por andlisis bayesiano de
de piroplasmidos con grupo externo de

603 secuencias de 18S ARNr
Cardiosporidium. Fuente: Schnittger et al., 2012.

2.3Ciclo biolégico de Babesia spp.

Se ha considerado que las especies del genero Babesia pueden ser
encontradas en lugares donde haya ciertas especies de garrapatas.
Hasta la fecha, en los Estados Unidos se han identificado garrapatas

del género Ixodes como vectores para Babesia a excepcion de un
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estudio en el que se identifico al argasido, Ornithodoros erraticus, como

potencial vector de B. meri (Gunders, 1977).

Seis de los siete principales géneros de garrapatas de la familia
Ixodidae se consideran vectores experimentales o naturales de
diversas especies de Babesia (Telford et al.,, 1993; Schein, Rehbein,
Voigt y Zweygarth, 1981; Spielman, 1976). Algunas especies como B.
bigemina y B. equi pueden infectar a mas de un género de garrapatas
(Telford et al., 1993), y varias especies de garrapatas pueden ser
infectadas por mas de una especie de Babesia, por ejemplo, Ixodes
dammini puede albergar generalmente a B. microti en su etapa de ninfa
(Piesman, Karakashian, Lewengrub, Rudzinska y Spielman, 1986;
Piesman y Spielman, 1982; Spielman et al., 1981) y también a B.
odocoilei (Mehlhorn et al., 1994). Alun se desconoce si las garrapatas
pueden albergar mas de una especie de Babesia al mismo tiempo en
condiciones naturales o si puede transmitir mas de una de ellas a la

vez (Homer, Aguilar-Delfin, Telford, Krause y Persing, 2000).

Se han identificado mas de cien especies de Babesia (Schnittger et
al., 2012; Telford et al., 1993; Levine, 1971) que infectan muchos tipos
de mamiferos, especialmente el orden Rodentia, y también a varias
especies de aves (Telford et al., 1993; Levine, 1971; Kakoma &
Mehlhorn, 1993). Los rangos de los hospedadores de B. microti y B.
divergens pueden variar, desde pequefios mamiferos terrestres
(Spielman, 1976; Brandt, Healy y Welch, 1977; Etkind, Piesman,
Ruebush, Spielman y Juranek, 1980) a primates no humanos (Moore y
Kuntz, 1981) y humanos (Clarke, Rogers, Egan, 1989). El género
Babesia al igual que al género Theileria, comprenden el filo
aplicomplexa; generalmente se encuentran tres etapas de reproduccién
durante su ciclo de vida: 1) gamogonia, formacion y fusion de gametos
dentro del intestino de la garrapata; 2) esporogonia, reproduccion

asexual en las glandulas salivares; y 3) merogonia, reproducciéon
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asexual en los hospederos vertebrados (Olmeda et al., 1997).

2.3.1 Desarrollo en hospederos vertebrados.

Todas las especies de Babesia son transmitidas naturalmente por la
picadura de una garrapata y la principal diferencia durante el ciclo de
vida es la transmisién transovarial en algunas especies (Babesia sensu
stricto). Durante la picadura de la garrapata, los esporozoitos son
inyectados en el hospedero infectando de manera directa a los
eritrocitos. Este fendmeno soporta la separacion clasica de Babesia y
Theileria, donde los esporozoitos no infectan de manera inicial a las
células rojas sino a los linfocitos 0 macrofagos (Uilenberg, 2006). En el
hospedero, los esporozoitos de Babesia se desarrollan dentro de los
eritrocitos resultando dos o en algunos casos cuatro células hijas
(merozoitos) que dejan la célula hospedadora para infectar a otros
eritrocitos (merogonia), esto ocurre hasta que las células mueran o la
respuesta inmune elimine a los parasitos (De Vos, Dalgliesh, Callow,

1987; Gray et al., 2008) (Figura 3).

2.3.2 Desarrollo en garrapatas.

Los eritrocitos infectados con parasitos de Babesia son ingeridos por
garrapatas, donde la mayoria de ellos son destruidos. Sin embargo,
algunas etapas especificas del parasito (pre-gametocitos) sobreviven y
pueden desarrollarse en gametocitos (Chauvin et al.,, 2009). Unas

horas después de la ingestion, forman cuerpos alargados, con cabeza
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en forma de punta de flecha. Estos cuerpos son llamados cuerpos
radiados. Los gametos se fusionan en el lumen del tracto digestivo de
la garrapata para crear un cigoto con forma similar a los gametos que
facilitara la penetracion celular (Mehlhorn, Peters y Haberkorn, 1980).
Una vez los cigotos de Babesia han sido internalizados, la punta de
flecha se desintegra y el cigoto se transforma en una fase mouvil,
denominada ooquineto. El ooquineto escapa del epitelio del intestino
medio e invade los tejidos del cuerpo de la garrapata, incluyendo
también a los ovarios donde los huevos son infectados con parasitos
del genero Babesia (transmision transovarica). El desarrollo del
parasito incluye multiplicacién asexual, continuando con la esporogonia
y el desarrollo de numerosos quinetos (esporoquinetos). La
esporogonia toma lugar en cada etapa de la garrapata y la infecciéon
adquirida durante una etapa de la vida es pasada a la proxima
(transmision transestadial). Algunos quinetos también invaden las
glandulas salivares de las garrapatas, donde al final del ciclo del
desarrollo se producen los esporozoitos. Los esporozoitos representan
la etapa de infeccién del parasito en el hospedero mamifero (Chauvin

et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Babesia spp. Fuente: Chauvin et al., 2009.

2.3 Babesiosis animal y humana.

La incidencia de babesiosis en humanos se ha incrementado en las
ltimas cinco décadas en los Estados Unidos (Vannier & Krause, 2012;
Hunfeld et al., 2008; Krause et al., 2003; Joseph et al., 2011; Krause et
al., 1991; White et al., 1998). La mayoria de los casos ocurren en el
verano, en areas donde la garrapata vector y el reservorio vertebrado
estan en completa relacion o proximidad a los humanos. En algunos
sitios y en ciertos afios de alta transmision, la babesiosis puede

imponer una significancia en salud publica.
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Siete parasitos de babesia se han encontrado relacionados con
babesiosis en humanos: B. microti, B. divergens, B. bovis, B. canis, B.
duncani, B. venatorum y un nuevo tipo de Babesia sp. similiar a B. ovis
nombrada KO1 (Calvo De Mora, Garcia-Castellano, Herrera, Jimenez-
Alonso, 1985; Marsaudon et al., 1995; Gorenflot, Moubri, Precigout,
Carcy y Schetters, 1998; Homer et al., 2000; Gray y Weiss, 2008;
Hildebrandt in press) (Tabla 2). Los casos de babesiosis se han
reportado a lo largo del mundo, donde B. divergens es la causa mas
comun de la enfermedad en Europa, aunque también se han descritos
pocos casos de infeccidon con relacion a B. microti y B. venatorum. La
infecciébn en humanos con B. venatorum es endémica en China, donde
se ha reportado B. divergens y B. microti (Jian et al., 2014; Vannier y
Krause, 2014). Se ha demostrado que B. bovis, B. divergens y B.
bigemina afectan més a los pacientes esplenectomizados, los ancianos
y los inmunosuprimidos, mientras B. microti puede presentarse mas en

los inmunocompetentes (Suarez & Castellano, 1997).

Especies Vector Hospedero Ocurrencia
vertebrado geografica
B. divergens  Ixodes ricinus, Ganado, Europa
Ixodes ventalloi rumiantes
salvajes
B. venatorum Ixodes ricinus Ciervos China, Europa
B. ovis — KO1 Hemaphysalis Ovejas Korea, Asia
longicornis
B. bovis Boophilus spp., Ganado, Sur de Europa,
Ixodes spp. bufalo, Africa, América,
Rhipicephalus bursa  rumiantes Asia, Australia
salvajes
B. canis Rhipicephalus Perros, Europa, Asia,
sanguineus, caninos Africa. América,
Hemaphysalis leachi, salvajes Australia

Dermacentor
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reticularis
B. microti Ixodes trianguliceps, Roedores Europa, Asia,
Ixodes ricinus, Ameérica

Ixodes ovatus,
Ixodes scapularis,
Ixodes spinipalpis,
Ixodes angustus,
Ixodes muris
B. duncani Estados Unidos

Tabla 2. Especies de Babesia con potencial zoonético (Modificado). Fuente: Hunfeld,
Hildebrandt, Gray; 2008.

El humano adquiere el parasito a través de la picadura de una
garrapata o por transfusion de sangre (Homer et al.,, 2000). La
infeccion por el parasito es de manera accidental, y se ha encontrado
gue los humanos no son los hospederos definitivos (Gubernot et al.,
2009), algunos de los modos de transmision poco comunes son
transplacental y perinatal (Dobroszycki et al., 1999; Della-Giustina et
al., 2005). Las caracteristicas clinicas en pacientes con babesiosis
varian sustancialmente de asintomaticas a potencialmente mortales,
dependiendo de las condiciones del paciente y el parasito involucrado.
En general, pacientes de todas las edades, incluidos los nifios se ven
afectados, pero la mayoria se presenta clinicamente entre los 40 y 60
afios (Mylonakis, 2001; Hunfeld y Brade, 2004).

En el afio 2003 se reporté el primer caso humano de babesiosis para
Colombia en el departamento de Antioguia, en este estudio se
encontraron 7 personas con anticuerpos especificos de tipo IgM e 1gG
para Babesia. Sin embargo, solo una de ellas fue positiva por
diagnéstico parasitolégico y por serologia para B. bovis (Rios, Alvarez y

Blair, 2003). Posteriormente un estudio realizado en el municipio de
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Puerto Berrio de este mismo departamento, se encontré un nivel de
seroreactividad para B. bovis superior a 75% en una poblacion de
bovinos (Rios, Zapata, Reyes, Mejia y Baena, 2010); y luego en la
subregion del Magdalena Medio se detectd la infeccion mediante
técnicas moleculares y microscopia directa en ganado y garrapatas, la
positividad de B. bigemina fue de 59,9% y 79,2%, respectivamente
(Rios-Tobodn, Gutiérrez y Rios, 2014). En el 2008, para el departamento
de Cérdoba se detectaron anticuerpos contra B. microti en 31% de los
80 individuos analizados (Buelvas, Alvis, Buelvas, Miranda, Mattar,
2008). Aun se desconocen que otras especies de Babesia existen en

garrapatas.

2.4 Diagnéstico de Babesiosis.

Para el diagnéstico de Babesia, existen técnicas de laboratorios
microscopicas, serologicas y moleculares (Liu et al., 2016; HamSikova
et al., 2016; Qurollo et al., 2017). El examen microscopico de frotis de
sangre delgada y gruesa que son tefiidos con Giemsa permite la
detecciébn de parasitos. Sin embargo, en técnicas seroldgicas la
deteccién de anticuerpos son Utiles para detectar individuos infectados
con muy bajos niveles de parasitemia (como donantes de sangre
asintomaticos en los casos asociados a transfusién). La prueba
indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFA) utilizando parasitos B.
microti como antigeno detecta anticuerpos en 88-96% de los pacientes

con infeccion por B. microti. La especificidad es del 100% en los



17

pacientes con otras enfermedades transmitidas por garrapatas o
personas no expuestas al parasito (Krause et al., 1994). También se
han descrito ensayos para la deteccion de parasitos basada en PCR
tanto para B. microti (Persing et al., 1992) y B. divergens (Olmeda et
al., 1997). Los estudios han demostrado que estos ensayos son mas
sensibles y mas especificos para la deteccion de casos agudos
facilitando la diferenciaciébn entre Babesia y Plasmodium, que no es
facilmente distinguible por microscopia. Generalmente se basan en la
amplificacion de secuencias de interés (genes o0 regiones no
codificantes) y su analisis consiste en la comparaciéon de estas
secuencias con una base de datos de secuencias conocidas que
permiten la identificacién definitiva del agente infectante. Ademas, los
enfoques moleculares son muy valiosos en la investigacion de nuevas
especies de Babesia que se han relacionado en las ultimas infecciones
humanas en los Estados Unidos y en Europa, algunos de los estudios
realizados han hecho uso del gen parcial de citocromo B, ITS, 18S
(Tian et al., 2013; Luo et al., 2005; Criado-Fornelio, Martinez, Buling,

2003).
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo general.

Identificar protozoos del género Babesia asociados a garrapatas de
ambientes rurales del departamento de Sucre y estimar un riesgo
ixodologico parcial a través de modelos de distribucion de garrapatas

para la region Caribe de Colombia.

3.20bjetivos especificos.

Detectar agentes del género Babesia en garrapatas obtenidas de
animales domésticos de los municipios de La Unién, San Marcos, San

Onofre, Toluviejo y Sincelejo.

Identificar mediante andlisis filogenético las especies de Babesia que

infectan a las garrapatas analizadas.

Generar modelos de distribucién potencial de las especies de
garrapatas infectadas con Babesia para estimar areas de riesgo

ixodologico en la region Caribe de Colombia.
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4. METODOLOGIA

4.1Areay tipo estudio.

Este estudio se desarroll6 en los municipios de San Marcos, La
Union (subregion San Jorge), Toluviejo (subregion Golfo del
Morrosquillo), Sampués, Corozal (subregiébn Sabanas) y Sincelejo
(subregion Montes de Maria) del departamento de Sucre. Este
departamento se encuentra ubicado entre los departamentos de
Cordoba y Bolivar, y esta enmarcado basicamente en la zona de vida
Bosque Seco Tropical (BS-T) segun la escala de Holdridge (Figura 4).

El presente estudio es de tipo retrospectivo.

Cordoba Bolivar

Toluviejo
Sincelejo
Sampués
Corozal

La unién
San Marcos

G b fd ) il

Figura 4. Ubicacion geografica de los municipios del departamento de Sucre donde
fueron realizados los muestreos.
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4.2Recoleccidén e identificacion taxonémica de garrapatas del

municipio de La Unién.

Las garrapatas fueron recolectadas mediante busqueda activa
manual sobre el cuerpo de animales domésticos como caninos,
equinos y bovinos. Los ectoparasitos recolectados fueron depositados
en viales con isopropanol debidamente rotulados con un cédigo Unico
que representa la localidad, area de muestreo, especie de hospedero
y fecha de captura, luego fueron trasportados hasta el laboratorio del
Grupo Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre, donde
se determind su estadio de desarrollo, estado alimenticio y fueron
identificados taxondmicamente hasta el nivel de especie usando las
claves de Barros-Battesti et al.,, (2006), con la ayuda de un
estereomicroscopio de luz fria acoplado a un sistema de

fotodocumentacion utilizando el objetivo de 100X.

4.3Extraccion de ADN de garrapatas.

Los extractos de ADN de las garrapatas de los municipios de San
Marcos, Toluviejo, Sampués, Corozal y Sincelejo fueron obtenidos con
el sistema QIAmp DNA MiniKit (Qiagen, Alemania) y se encontraban
depositados en el laboratorio del grupo Investigaciones Biomédicas de
la Universidad de Sucre. Mientras que las muestras del municipio de La
Union fueron recolectadas exclusivamente para la realizacion del

presente trabajo.
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Debido a limitaciones para la obtencion de los extractos con el
sistema QIAmp DNA MiniKit (Qiagen, Alemania) para los ectoparasitos
colectados en el municipio de La Unién, se decidié6 comparar varios
meétodos de extraccion con los sistemas de Columnas (Guevara, Vertel
y Morinson, 2019). Finalmente se decidido emplear un método basado
en sales para la extraccion de ADN de garrapatas de La Union, ya que
el extracto de ADN es completamente funcional para aplicaciones
como PCR sin comprometer los resultados de la investigacion en
curso.

La extraccion de ADN de las garrapatas se realizé a grupos de
artréopodos o de forma individual dependiendo del tamafio de los
ectoparasitos, estado de desarrollo, estado alimenticio y especie. Cada
garrapata o grupo de garrapatas fue macerado mecanicamente con
micropistilos estériles siguiendo el protocolo de altas concentraciones
de sales descrito por Aljanabi & Martinez (1997), cada muestra se

resuspendio en 50uL de agua ultra pura.

La calidad de los extractos de ADN fueron evaluados mediante la
cuantificacion del material genético total por microlitro de solucion, y
ademas fue sometido a control de calidad mediante la amplificacion del
gen constitutivo 16S (gen mitocondrial) para garrapatas. Los extractos
de ADN de las garrapatas de los municipios de San Marcos, Toluviejo,
Sincelejo, Sampués y Corozal también fueron sometidos al mismo

procedimiento.
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4.4Deteccidn de piroplasma.

El ADN extraido fue utilizado como moldes para la amplificacion de
un fragmento que pertenece a la Secuencia Interna Transcrita 1 de
piroplasma, mediante una PCR anidada (PCR-ITS1n), utilizando los
cebadores externos ITS-15C (5"-CGA TCG AGT GAT CCG GTG AAT
TA-3) e ITS-13B (5-GCT GCG TCC TTC ATC GTT GTG-3") (Shock et
al., 2011), la mezcla de reaccion de PCR contenia 2,5l bufer de
reaccion NH4 10x, 0,75ul solucion MgCl2 50mM, 0.5ul mezcla de dNTP
10mM, 1pl de cada cebador, 1,5U de Taqg polimerasa (Bioline™),
15,95ul agua ultrapura y 3ul de ADN (5-15 ng totales por reaccion).
Para la PCR anidada, 1pl del producto primario fue usado como
plantilla en la segunda reaccién con un volumen final de 25pl que
contenia los componentes descritos en la primera ronda y los
cebadores internos ITS-15D (5"-AAG GAA GGA GAA GTC GTA ACA
AGG-3’) e ITS-13C (5"-TTG TGT GAG CCA AGA CAT CCA-3’). Los
pardmetros del perfil térmico para desarrollar la primera y segunda
reaccion se tuvieron en cuenta los parametros del perfil térmico
descritos por en Shock et al., (2011).

Las muestras analizadas que presentaron bandas compatibles con
ITS1 (entre 300 y 500pb) fueron consideradas positivas. Los extractos
de ADN positivos a ITS1 de piroplasma fueron sometidas a una nueva
PCR para amplificar una regién de ~450pb de 18S ARNr (PCR-18S) de
piroplasmidos con los cebadores Piro-Al (5-AGG GAG CCT GAG

AGA CGG CTA CC-3") y Piro-B (5°-TTA AAT ACG AAT GCC CCC
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AAC-3"). El perfil térmico empleado consisti6 de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion
por 30 segundos a 94°C, alineamiento por 30 segundos a 60°C y una
extension de 30 segundos a 72°C, finalmente una etapa de extension

durante 5 minutos a 72°C, (modificado de Silva et al., 2010).

4.5Analisis de infeccion por piroplasma.

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo de los datos, se calculo
la frecuencia minima de infeccion (FMI) por grupos analizados y se
evaluo las asociaciones de porcentaje de infeccion a Babesia con las
variables especie de garrapata y sitio de muestreo de los ectoparasitos
computando el estadistico Fisher para prueba de proporciones
multiples con el paquete FMSB en el programa estadistico R 3.5.1 (R
Core Development Team). Ademas, se calculé la frecuencia maximo-
verosimil de infeccion (FMVI) por Babesia por cada especie de

garrapatas con el programa PoolScreen 2.0 (Katholi et al., 2006).

4.6 Andlisis filogenético.

Para realizar los analisis filogenéticos se escogio la secuenciacion
de los productos de PCR del gen 18S de Babesia ya que este
marcador genético es el mejor representado en bases de datos
genéticas para Piroplasmas. Cuando no fue posible analizar 18S se
procedié a realizar secuenciacion de la region ITS1. Los productos de

PCR fueron evaluados en un NanoDrop 2000 para determinar su
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concentracion, calidad y pureza del acido nucleico amplificado y el
servicio de secuenciacion fue realizado por la empresa Macrogen
(Seoul, South Korea).

Los electroferogramas obtenidos a partir de las secuencias fueron
ensamblados en GeneStudio Pro 2.2.0 (GeneStudio Inc., Georgia,
USA), luego las secuencias consenso fueron sometidas a analisis
preliminar de similitud en BLASTn de NCBI (Wheeler y Bhagwat 2007).
Posteriormente, las secuencias consenso fueron incluidas en matrices
de secuencias de referencia de piroplasmas y se realizd alineamiento
con el programa MAFFT 7 (Katoh y Standley, 2013). Finalmente se
reconstruyeron arboles de secuencias Neighbor-Joining utilizando
distancias patristicas (P-distance) y 1.000 pseudoréplicas de Bootstrap
en MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011) para identificar las especies de
piroplasmas detectadas de acuerdo al agrupamiento con especies de
referencia. Debido a que los alineamientos de 18S e ITS1 suelen
presentar gaps, estos fueron removidos solo mediante comparaciones
entre pares de secuencias, esto permiti6 maximizar el area analizable

de los alineamientos.

4.7Modelos de distribucion potencial de especies de garrapatas

infectadas con Babesia.

A las especies de garrapatas a las que se les detectdé Babesia, se le

aplicé un modelamiento de distribucion potencial utilizando el algoritmo
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de Maxima Entropia, desarrollado por Phillips et al., (2006) e
implementado en el programa MaxEnt 3.3.k se construyo utilizando los
puntos geograficos donde se ha reportado la presencia de estas
especies de garrapatas en Colombia, junto con las variables
ambientales de estas zonas. Con la informacion se cred un perfil de
“preferencias ambientales” el cual se proyectdé sobre un espacio
geografico de interés con el fin de obtener una distribucién potencial de
donde se pueden hallar las especies de interés (Phillips, Anderson y
Schapire, 2006; Elith et al., 2011).

Las variables bioclimaticas utilizadas se tomaron de la base de datos
WorldClim a una resolucién de 30arcsec, y se sometieron a un proceso
de seleccion de variables poco correlacionadas en el espacio
multivariado, mediante analisis de componentes principales y andlisis
factorial de nicho ecolégico, de acuerdo a los lineamientos antes
descritos (Elith et al., 2011; Calenge, 2006; Estrada, Horak y Petney,
2008). ElI modelo de distribucion potencial de méxima entropia se
obtuvo a través de la ejecucién de 30 réplicas con 500 iteraciones cada
una, utilizando el 75% de los registros de presencia de las especies de
garrapatas de interés para generar modelos de distribucion y el 25%
restante de los registros para evaluar el desempefio del modelo. Todas
las proyecciones geogréficas de los modelos de distribucién potencial
generados en ASCII fueron posteriormente procesados en el programa
QGIS 2.8 (QGIS Development Team). Los modelos de distribucion

potencial obtenidos permitieron estimar cuales areas geogréficas del
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Caribe Colombiano son aptas para el establecimiento de las garrapatas
de interés dadas unas condiciones climaticas observadas para la
especie. De tal forma que se puede constituir en un primer paso para
determinar en qué areas es posible encontrar a potenciales vectores de

parasitos del género Babesia.
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5. RESULTADOS

5.1Garrapatas.

De un total de 1.084 garrapatas, 225 garrapatas proceden de
Corozal, 211 de Toluviejo, 207 de San Marcos, 195 de La Union, 147
de Sincelejo y 99 de Sampués. Con estas garrapatas recolectadas se
formaron grupos de individuos dependiendo del tamafio de los
ectoparasitos (1-5 garrapatas), estado de desarrollo, estado alimenticio
y especie para la realizacion de la extraccion de ADN, obteniendo un
total de 350 grupos, que correspondieron a 72, 63, 61, 70, 55 y 29
grupos para los municipios de Corozal, Toluviejo, San Marcos, La

Union, Sincelejo y Sampués; respectivamente (Tabla 3).

El género de garrapata de mayor abundancia fue Rhipicephalus
(738/1.084, 68%) (Tabla 3). 487 garrapatas de Rhipicephalus
sanguineus, 336 Dermacentor nitens y 251 Rhipicephalus microplus
fueron recolectadas de los seis municipios. Solo 7 Amblyomma mixtum

y 3 Amblyomma auriculariun fueron recolectadas en un municipio

(Tabla 3).
Especie Area Total
Corozal  Sampués San Sincelej Toluviejo La
Marcos o} Unién
D. nitens 62 (19) 64 (17) 68 (19) 25 (7) 60 (17) 57 (18) 336 (97)
R. sanguineus 157 (51) 28 (9) 92 (28) 88(38) 106 (31) 16 (8) 487 (165)
R. microplus 6 (2) 7(3) 44 (13) 34 (10) 38(11) 122 (44) 251 (83)
A. auriculariun 0 0 3(1) 0 0 0 3()
A. mixtum 0 0 0 0 74 0 7(4)
Total 225 (72) 99 (29) 207 (61) 147 (55) 211(63) 195 (70) 1084

(350)
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Tabla 3. Distribucion de especies de garrapatas en las diferentes areas de
recoleccion. La cantidad relacionada en paréntesis indica el nimero de grupos
formados.

De acuerdo al animal hospedero 501 garrapatas fueron colectadas
sobre perros y 319 en caballos. Asi mismo, de los 350 grupos de
garrapatas resultantes en total pertenecieron a 172 perros, 94 caballos,

47 bovinos, 33 burros y 4 por el método de arrastre (Tabla 4).

Especie Animal
Arrastre Burro Caballo Perro Vaca Total
D. nitens 0 92 (29) 232 (64) 5(2) 72 336 (97)
R. sanguineus 0 3(1) 0 484 (164) 0 487 (165)
R. microplus 0 33 87 (30) 9 (5) 152 (45) 251 (83)
A. auriculariun 0 0 0 3 0 3(1)
A. mixtum 7 (4) 0 0 0 0 7(4)
Total 7(4) 98 (33) 319(94) 501 (172) 159 (47) 1084 (350)

Tabla 4. Cantidad de especies de garrapatas encontradas en los diferentes animales
referenciados en el estudio. La cantidad relacionada en paréntesis indica el nimero
de grupo de garrapatas formadas.

5.2Deteccion molecular de piroplasmas

Del total de los 350 grupos de garrapatas evaluados por PCR
anidado para el marcador ITS1, en 54 de ellos fue posible detectar la
presencia de bandas entre 200-500pb de Piroplasma (Figura 5). La
secuenciacion de algunas de estas bandas mostr6 que estas
representan las regiones ITS1 de piroplasmas a excepcion de la banda
de 200pb (ITS1 de Hongo). Por ello, se pudo establecer que se
encontré infeccion por estos protistas del 10.2%, es decir en 36 grupos

de los 350 evaluados.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR-ITS1n de
muestras seleccionadas. A. MPM: marcador de peso molecular 100pb; muestras:
405, 406, 413 y 414; C+= control positivo; C-= control negativo. B. PCR-ITS1n. MPM=
marcador de peso molecular 100 pb; Muestras: 152, 153 y 154; C+= control positivo;
C-= control negativo.

Posteriormente, se calcul6 la frecuencia minima de infeccion (FMI)
por grupos analizados donde se encontrd que el municipio de Sampués
presentd la mayor FMI de 7,07% (Tabla 5). El resultado de la
comparacion mdultiple de proporciones entre la FMI y la variable de
municipios mostrd diferencias significativas entre el municipio de la
Union y Sampués (p- value 0,0024), La unién y Sincelejo (p- value

0,0231), y La unién y Toluviejo (p- value 0,0209) (Figura 6).

Cantidad de
grupos de Cantidad de
Municipios garrapatas garrapatas FMI (%) FMVI (%)
(Positivos)
Corozal 72 (7) 225 3.10 3.20
Sampués 29 (7) 99 7.07 7.90
San Marcos 61 (5) 207 2.40 2.46
Sincelejo 55 (7) 147 4.76 4.80
Toluviejo 63 (9) 211 4.20 4.40
La Unién 70 (1) 195 0.51 0.51

Tabla 5. Andlisis de infeccidon por piroplasma por municipios. FMI: Frecuencia minima
de infeccion. FMVI: frecuencia maximo-verosimil de infeccién.
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24

0,51

Corozal Sampués San Marcos Sincelejo Toluviejo La Unién

Figura 6. Asociacion de porcentaje de infeccion a Babesia y variable sitio de muestreo
de los ectoparasitos. Los valores relacionados en cada barra se encuentran en unidad
de porcentaje (%). *Indica p value < 0.05.

Por otro lado, el andlisis de infeccion por piroplasma teniendo en
cuenta la especie, mostr6 que D. nitens present6 un FMI de 5,65%,
seguido por R. microplus de 2,39% y R. sanguineus 1,84%. La FMVI
para D. nitens fue la mayor (6,08%) (Tabla 6). La comparacion multiple
de proporcion entre FMI y la variable especie mostré diferencias

significativas para la pareja R. sanguineus y D. nitens (p- value 0,0052).

Cantidad de
grupos de Cantidad de
Especies garrapatas garrapatas FMI (%) FMVI (%)
(Positivos)
R. sanguineus 165 (9) 487 1.84 1.87
R. microplus 83 (6) 251 2.39 2.41
D. nitens 97 (19) 336 5.65 6.08

Tabla 6. Andlisis de infeccion por piroplasma por especies. FMI: Frecuencia minima
de infeccion. FMVI: frecuencia maximo-verosimil de infeccion

Al analizar los 36 grupos usando los cebadores PiroAl- PiroB, 15 de

ellos amplificaron un producto aproximado de 450pb (Figura 7), de los
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cuales, 6 fueron recolectados en perros, 5 en caballos, 3 en burros y un
grupo colectado por el método de bandera, que correspondio a 3,4%,
53%, 9,1% y 25% del nimero total de grupos de garrapatas
procesadas a partir de perros, caballos, burros y método de bandera,
respectivamente. Los piroplasmas no fueron detectados a partir de
garrapatas colectadas en vaca. Los extractos de ADN de grupos de
garrapatas que resultaron positivos a piroplasmas pertenecieron a los
municipios de Sampués (6 grupos), Toluviejo (4 grupos), Sincelejo (3

grupos), Corozal (1 grupo) y San Marcos (1 grupo).

MPM 309 . 387 - 496 316

' 5
A\ .
L

(¥

%

500 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agrosa al .5% de los productos de CR 18S de
piroplasma usando los cebadores PiroAl - PiroB. Lineas: 1, marcador de peso
molecular 100 pb; 2-7, muestras analizadas (309, 387, 496, 316, 330, 369); 8, control
positivo.

De las quince muestras amplificadas, solo fue posible secuenciar 6
de ellas; las especies de patdgenos identificados fueron B. equi (= T.
equi), B. canis vogeli y B. caballi, también se logré la identificacion de
Hepatazoon canis (Tabla 7). Por otro lado, 4 muestras amplificadas por
PCR anidado para ITS1, fueron seleccionadas de acuerdo al tamafio

de la banda en el gel de agarosa (300-500 pb) y la especie de
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garrapata en la que fue detectada, las especies identificadas fueron B.

canis vogeli, B. bigemina, B. equi (= T. equi) y B. caballi (Tabla 7).

Muestra Garrapata Sexo Hospedero Piroplasma Secuencia Municipio
P264 R. microplus H Caballo B. equi 18S Sampués
P278 R. microplus H Perro H. canis 18S Sincelejo
P280 R. sanguineus H Perro B. canis 18S Sincelejo

vogeli
P301 R. microplus H Burro B. equi 18S Toluviejo
P304 D. nitens M Caballo B. equi 18S San
Marcos
P496 D. nitens H Caballo B. caballi 18S Sampués
P142 D. nitens M Burro B. canis ITS1* Sincelejo
vogeli
pP254 R. sanguineus M Perro B. bigemina ITS1* Sampués
pP387 D. nitens H Burro B. equi ITS1** Sincelejo
P414 D. nitens H| Burro B. caballi ITS1** Toluviejo

Tabla 7. Especies de piroplasmas encontrados de acuerdo al sexo, hospedero,
diana de PCR y municipio relacionado con la especie de garrapata. *Fragmento
amplificado de 300-400pb, ** Fragmento amplificado de 400-500pb. Sexo H: hembra,
M: macho.

Para el andlisis filogenético de las muestras positivas se
construyeron tres arboles Neighbor-Joining teniendo en cuenta los
diferentes marcadores empleados, ITS1 de Piroplasma (Figura 8), 18S

de Piroplasma (Figura 9) y 18S de Hepatozoon (Figura 10).

El arbol filogenético de acuerdo al marcador ITS1 de piroplasma
mostro que, de las cuatro muestras secuenciadas, la secuencia
consenso P142 se agrupé y fue identificada como B. canis vogeli,
mientras que la secuencia consenso P254 fue identificada como B.
bigemina, la secuencia consenso P414 fue identificada como B. caballi
y la secuencia consenso P387 fue identificada como B. equi de

acuerdo a las agrupaciones observadas (Figura 8).
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Figura 8. Analisis Neighbor-Joining de las secuencias de ITS1 de piroplasma (Sum of
Branch Lenght=4.41908569). La base de datos analizada contenia 72 secuencias y el
alineamiento tenia 754 sitios.
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El analisis filogenético para 18S de piroplasma muestra que tres
secuencias consenso de los grupos P264, P301 y P304 se agrupan
con B. equi (=T. equi). La secuencia de la muestra P496 se encontrd
agrupada con B. caballi con un soporte de rama de 98% y la secuencia
consenso P280 fue identificada como B. canis vogeli dado su
agrupamiento con un soporte de rama 100%. Por ultimo, demostramos
gue la secuencia obtenida a partir del control positivo (C+) utilizado en
todos los experimentos pertenecié a B. bigemina con un soporte de
100% y que los resultados obtenidos no provienen de contaminaciones

con los controles usados (Figura 9).
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Figura 9. Analisis Neighbor-Joining de las secuencias 18S de piroplasma (Sum of
Branch Lenght = 4.17682535). La base de datos analizada contenia 34 secuencias y
el alineamiento 493 sitios.
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Por dultimo, el arbol filogenético realizado a partir de 18S de
Hepatozoon ilustra claramente que la secuencia consenso P278
pertenece a Heptazoon canis dado su agrupamiento con secuencias de

esta especie y alto soporte de rama 100% (Figura 10).
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Figura 10. Andlisis Neighbor-Joining de las secuencias 18S de Hepatozoon (Sum of
Branch Lenght = 0.30126801). La base de datos analizada contenia 41 secuencias y
el alineamiento tenia 523 sitios.
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5.3Modelos de distribucion potencial de especies de garrapatas

infectadas con Babesia en la region Caribe.

Fueron 19 variables biocliméticas utilizadas para generar los
modelos de distribucién para la tres especies de garrapatas, donde la
variable Altitud presenté un promedio de 1.559,25; 1.215,50 y 1.085,33

para R. sanguineus, R. microplus y D. nitens, respectivamente (Tabla

8).
Variables biocliméticas R. sanguineus R. microplus D. nitens
Promedio Promedio Promedio
Biol: Temperatura media anual 19,262 21,830 22,65
(Tempmean)
Bio2: Rango de temperatura diurno 10,062 10,011 9,4

medio (Temp. Maxima — Temp.
Minima) (Ratedime)

Bio3: Isotermalidad 79,87 84,58 89
(Bio2/Bio7)(*100) (Isoterma)

Bio4: Estacionalidad de temperatura 367,25 406,37 323,5
(desviacién estandar * 100)

(estatemp)

Bio5: Temperatura maxima del mes 25,512 27,908 28,066
mas caliente (Temameca)

Bio6: Temperatura minima del mes 12,937 16,092 17,55
mas frio (Temimefr)

Bio7: Rango de temperatura anual 12,575 11,815 10,516
(Bio5 — Bio6); (Ranteman)

Bio8: Temperatura media del 19,025 21,624 22,516
trimestre mas humedo (Temetrhu)

Bio9: Temperatura media del 19,225 21,853 22,65
trimestre mas seco (Temetrse)

Bio10: Temperatura media del 19,750 22,317 22,983
trimestre mas caliente (Temetrca)

Bioll: Temperatura media del 18,837 21,293 22,183
trimestre mas frio (Temetrfr)

Biol2: Precipitacion total anual 1.119,87 2.051,57 2.035,16
(Pretoanu)

Bio13: Precipitacion del mes mas 162,75 280,02 278
himedo (Prmemahu)

Biol4: Precipitacion del mes mas 30,87 59,64 75,83

seco (Prmemase)
Biol5: Estacionalidad de la 45,87 44,48 38,33
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precipitacion (coeficiente de
variacion) (Estaprec) (*100)

Bio16: Precipitacion del trimestre 408,50
méas huimedo (Prtrmahu)

Biol7: Precipitacion del trimestre 126,12
mas seco (Prtrmase)

Bio18: Precipitacion del trimestre 267,75
mas caliente (Prtrmaca)

Bio19: Precipitacion del trimestre 295,50
mas frio (Prtrmafr)

Alt: altitud 1.559,25

728,09
232,79
44,97
579,1

1.215,50

692,5
296,83
573,16
669,33

1.085,33

Tabla 8. Promedio de variables bioclimaticas de acuerdo al habitat de las especies de

garrapatas relacionadas con el estudio.

Para la seleccion de las variables bioclimaticas, de

las 19

analizadas, cuatros fueron seleccionadas de acuerdo a la baja

correlacion e importancia ambiental, las cuales fueron Altitud, Bio4,

Biol6 y Biol8 (Figura 11). La correlacion hallada entre Altitud y Bio4

fue -0,21; entre Altitud y Biol6 fue -0,11; Altitud y Biol8 fue 0,4; la

variable Altitud fue seleccionada debido a la baja correlacién con todas

las variables.
ACP de variables bioclimaticas
o0 Bio4
Rin?
3,50 Bio13 Bio16
O BI013
Bio? Boophilisios
[ ) (S
~ Bio9 '
?i 0,00
=l . e Rini7
= Rsanguineus Alt Bio18
% Bio3

3,50 -

7.00 -

-1,00 350 0,00 350
CP 1(89,9%)

Figura 11. Analisis de componentes principales de variables bioclimaticas WorldClim.
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De un total de 251 puntos encontrados en la literatura y
georreferenciados para Colombia, 208 pertenecieron a la especie R.
microplus, 29 a R. sanguineus y 14 a D. nitens. A partir de estos puntos
y la relacion de las cuatros variables bioclimaticas se logré obtener un
modelo de distribucién potencial para Colombia de acuerdo a las

especies de garrapatas (Figura 12).
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Figura 12. Modelos de distribucién potencial de especies de garrapatas en el territorio
colombiano. Los puntos de color rojo representan los registros encontrados en la
literatura de cada una de las especies de garrapatas.

De acuerdo a la prediccion delimitada a la region Caribe, los
modelos ilustran en comun una buena habitabilidad potencial en
departamentos como Cordoba y Sucre y ausencia potencial de estas 3
especies de garrapatas en zonas altas como la Sierra Nevada de Santa
Marta que presenta una altitud maxima de 5.775 m.s.n.m, y en el caso

particular de R. microplus y R. sanguineus es notable la ausencia
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potencial para las zonas aridas de la Alta Guajira y zonas inundables
de la Depresion Momposina (Figura 13). La evaluacion del modelo
promedio fue de 98% de sensibilidad general para D. nitens, 91,63%

para R. microplus y de 96,4 para R. sanguineus.

Sierra Nevada de Sierra Nevada de i Sierra Nevada de
Santa Marta Santa Marta Santa Marta

| o] o

Sucre Sucre . Sucre

*% ° oo

D. nitens R. microplus R. sanguineus

Figura 13. Modelos de distribucién potencial de especies de garrapatas en la region
Caribe de Colombia. Los puntos de color verde representan los registros encontrados
en la literatura de cada una de las especies de garrapatas.
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6. DISCUSION

Actualmente el estudio de enfermedades transmitidas por garrapatas
es de gran interés a nivel médico y veterinario debido a la percepcion
global de emergencia y re-emergencia de diversas enfermedades
transmitidas por ellas (Paddock y Telford, 2010). Especialmente
aguellas de tipo bacterianas como Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y
Borrelia y de parasitos como Babesia (Quintero et al., 2018; Criado-
Fornelio, Perez, Verdu-Exposito, 2018; Low et al., 2018; Smith et al.,
2018).

La deteccion de los parasitos del género Babesia se puede hacer
mediante el uso de métodos directos o0 métodos indirectos (deteccidn
de ADN del parasito) (Homer et al., 2000). EI método utilizado con
mayor frecuencia para la deteccion directa es la observacion por
microscopia de extendidos de sangre proveniente de animales en la
etapa aguda de la enfermedad y su escasa utilidad para el analisis de
infeccion de garrapatas (BOsse, Jorgensen, Dalgliesh, Friedhoff, de
Vos, 1995). La deteccion molecular de piroplasmas en garrapatas es
un tema poco explorado en Colombia, no obstante, el empleo del
marcador genético ITS1 en nuestros ensayos, indica que el mas del
10% (36/350 grupos) de los grupos analizados contenia ADN de
Babesia. En contraste, con el marcador genético 18S solo fue del 4,2%
(15/350). La deteccién hallada en este trabajo fue superior a la
reportada en un estudio realizado en Estados Unidos, donde la
deteccién de estos piroplasmidos fue de 2.1% en garrapatas (Shock et
al., 2014). Asi mismo la deteccion fue superior a la reportada por
Garcia-San Martin et al (3%) en un estudio realizado en el norte de
Espafia (Garcia-San Martin, Barandika, Juste, Garcia-Pérez y Hurtado,
2008) y difiere de los resultados encontrados en un estudio de

deteccién molecular de Theileria spp. y Babesia spp. realizado en las
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regiones noreste y sureste de Iran, donde se reporté una infeccion del
17.2% (Jafarbekloo et al., 2018).

En relacién a la infeccion por Babesia en garrapatas, la especie que
presentd mayor FMI fue D. nitens, encontrandose diferencias
estadisticas entre esta y la de R. sanguineus. La especie D. nitens
representd el 30% de todas las garrapatas analizadas, donde mas del
90% de estos ectoparasitos fue colectada a partir de equinos de todos
los municipios muestreados; las condiciones climaticas de estas zonas
presentan una alta humedad relativa (>50%), hecho que no afectaria
grandemente la eclosion de los huevos y la tasa de supervivencia
larvaria de esta especie de garrapata (Guimaraes, Tucci y Barros-
Battesti, 2001; Suzuki, Daemon y Faccini, 1999; Faustino et al., 2005).
Por otro lado, la especie R. sanguineus representé la mayor cantidad
de individuos utilizados en este trabajo, debido a que es el ectoparasito
asociado al animal doméstico mas comun de las zonas, los perros.
Esta abundancia de la garrapata se debe a que esta adaptada
diferencialmente para vivir en ambientes humedos y secos (Yoder et
al., 2006); no obstante, la deteccion de Babesia en estos organismos
fue baja, lo que indica que probablemente una mayor distribucion del

vector no garantiza una mayor frecuencia de infeccion.

Este mismo contraste de datos sobre la frecuencia con la que los
piroplasmas fueron detectados en garrapatas, pero entre las
localidades analizadas, mostré diferencias estadisticas entre el
municipio de La Unién (FMI: 0,51%) y los municipios de Sampues,
Sincelejo y Toluviejo, respectivamente. La diferencia encontrada entre
el FMI de La Union (hallada en D. nitens) y otros municipios del
departamento de Sucre puede deberse presumiblemente a la escasa
movilidad de los animales infectados de esta localidad en comparacion
con animales de otros municipios, generando un tipo de resistencia a la

colonizacion de las garrapatas por Babesia. Teniendo en cuenta que el
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ciclo de transmision de B. caballi se ve afectado por la disponibilidad de
animales susceptibles a una primoinfeccion, es decir, animales que han
tenido contacto previo con esta Babesia no son buenas fuentes de
parasitos para las garrapatas de D. nitens (Schwint, Knowles, Ueti,

Kappmeyer y Scoles, 2008).

Diversos estudios han permitido conocer el estado y frecuencia de
Babesia, donde se han descrito la existencia de casos en humanos
(Rios et al., 2003) y en bovinos (Blanco, Cardona y Vargas, 2016; Rios
et al., 2010), los cuales son los mas comunes, sin embargo, también
existen reportes en equinos y caninos (Calderon, Cardona, Vergara,
2013). Segun los resultados obtenidos, se logré la identificacion de B.
bigemina mediante amplificacion de ITS1 de piroplasmas a partir de un
macho de R. sanguineus que fue colectado sobre un perro de la
localidad de Sampués. Esta especie de Babesia que ha sido reportada
tradicionalmente en bovinos y que se considera como piroplasma
transmitido por R. microplus, s6lo ha sido detectada en estas
garrapatas en un estudio desarrollado en el Magdalena medio de
Antioquia, donde se obtuvo una positividad del 79,2% para este
piroplasma en garrapatas de ganado, mediante una PCR anidada

especie-especifica (Rios et al., 2014).

Por otro lado, las especies B. equi y B. caballi fueron detectadas en
dos grupos de R. microplus y un grupo de D. nitens que fueron
recolectadas sobre caballos de Sampués y Toluviejo. Estos resultados
no son inesperados si asumimos que estas garrapatas se estaban
alimentando o se habian alimentado de equinos infectados. En
Colombia el anico paralelo molecular disponible, es un trabajo donde
se reportd la primera evidencia molecular de al menos tres genotipos
de B. equi en equinos del noroeste del pais (Agudelo et al., 2017).
Hasta la fecha no existen trabajos realizados con garrapatas que

involucren a este piroplasma.
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Otra especie de piroplasma detectada fue B. canis vogeli,
encontrada en un grupo de hembras de R. sanguineus colectadas de
un perro en la zona de rural del municipio de Sincelejo y detectada
también en un grupo de machos de D. nitens recolectados a partir de
un burro en la misma ciudad. B. canis vogeli se considera un
hemoparasito de los perros latinoamericanos y es transmitida por R.
sanguineus, por ello el hallazgo de este piroplasma en garrapatas de
equinos eleva numerosos cuestionamientos sobre dos temas: 1) la
epidemiologia del piroplasma y 1) sobre el comportamiento
‘monoxénico” de D. nitens (que a menudo es catalogada como un
ectoparasito exclusivo de equinos). En nuestro caso la deteccion de B.
canis vogeli en D. nitens sugiere que estas garrapatas se podrian
haber alimentado a partir de un perro infectado previo a su recoleccion
a partir de equinos. A pesar de lo curioso de este hallazgo, este mismo
fendbmeno ha sido observado en investigaciones realizadas en
garrapatas de Brasil y Palestina (Costa-Junior et al., 2009; Azmi et al.,
2016). Para Colombia, existen pocos reportes en lo que concierne a la
presencia de Babesia en perros (Galvan, Miranda, Mattar, y Ballut,
2018; Vargas-Hernandez et al, 2011), aunque es un tema
frecuentemente reportado en Brasil (Passos, Geiger, Ribeiro, Pfister, y
Zahler-Rinder, 2005; Ramos, Ramos, Araujo, Oliveira, y Souza, 2010;
Spolidorio et al., 2010), Argentina (Eiras, Basabe, Mesplet, Schnittger,
2008) y Venezuela (Criado-Fornelio et al., 2007). En cuanto al trabajo
con garrapatas, no existe mencién alguna en la literatura cientifica

sobre el hallazgo de este piroplasma en garrapatas de Colombia.

Por otra parte, el hallazgo de H. canis por reaccion cruzada de los
cebadores PiroAl y PiroB, este resultado es poco frecuente, sin
embargo, también fue obtenido por Silva et al., (2010) a partir de una
muestra que por frotis sanguineo habia sido positiva tanto a Babesia
como a gametocitos de Hepatozoon. De la misma manera, O'Dwyer et

al., (2009) encontro reaccidon cruzada de estos cebadores después de
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analizar 150 muestras sanguineas de perros de zonas rurales de S&o
Paulo. En Colombia, existe un reporte de caso sobre la presencia del
parasito Hepatozoon en un paciente canino detectado mediante frotis
sanguineo, pero el comportamiento clinico del canino no correspondia
a la enfermedad causada por este apicomplexo (Arcila, Castellanos,
Sanchez y Diaz, 2005). Esta especie de apicomplexa causa
Hepatozoonosis, una enfermedad cronica debilitante, que esta
asociada a la coinfeccion por otros agentes patdégenos, por ello algunos
autores consideran que las infecciones por H. canis son realmente
asintoméaticas (McCully, Bassoon, Bigalke, De Vos y Young, 1976) y
gue los eventuales sintomas clinicos observados en perros se debe a
otros agentes (Harmelin, Dubey, Yakobson, Nyska y Orgad, 1992,
Murata et al., 1991; Gossett, Gaunt, y Aja, 1985). H. canis ha sido
diagnosticado en asociacién con Toxoplasma gondii, Ehrlichia canis, B.
canis y Haemobartonella canis causando enfermedades severas
(Baneth, Aroch y Presentey, 1997, Harmelim et al., 1992; Mundim et
al., 1994; Mundim, Mundim, Jensen y Araudjo, 1994, O'Dwyer,
Guimarédes y Massard, 1997; Gondim et al., 1998). En Colombia, no
habia sido reportada su presencia en garrapatas (hospedero

intermediario, no vector) hasta la realizacién del presente trabajo.

Debido a que las especies D. nitens, R. microplus y R. sanguineus
fueron las mas abundantes y las encontradas con infeccion a
piroplasmas, se crearon mapas de distribucion potencial para estos tres
ectoparasitos. A partir de los modelos de habitabilidad podemos
observar que gran parte de la Region Caribe puede ser colonizable por
estas garrapatas, a excepcion de la Sierra Nevada de Santa Marta y
algunas poblaciones de La Guajira que se consideran zonas agrestes
ya que sus condiciones climaticas en el caso de la Sierra Nevada es
variado con dos periodos lluviosos que van desde mayo a junio y desde
septiembre a noviembre, sin embargo, suelen haber lluvias todos los

dias gracias a la altura y debido a la existencia de zonas inundables



45

gue se consideran limitantes para el establecimiento de poblaciones
permanentes de garrapatas.

Considerando la amplitud de habitabilidad de las especies
modeladas en la Region Caribe, el ectopardsito que obtuvo una mayor
distribucion potencial fue D. nitens, seguido de R. microplus y por
ultimo R. sanguineus, siendo el mismo orden observado en la
frecuencia (de mayor a menor) de infeccion de estas especies; es
importante mencionar que en el trabajo realizado por Quintero et al.,
(2017) se encontr6 que D. nitens fue la garrapata mas antropofilica (de
las tres en mencion), seguido de R. microplus y R. sanguineus, lo que
indica que estas especies pueden representar un riesgo ixodologico
para la poblacion humana de la region. Por esta razon se consideraria
estudiar el escenario epidemiolégico de estos hemopardsitos y su
relacion con estos ectoparasitos en Colombia con disefios de
muestreos especificos y con representatividad de otras regiones del

pais, involucrando también el andlisis de potenciales vectores.

Los estudios encaminados en la blisqueda del agente patégeno en
ectoparasitos, mediante el uso del material genético, es una de las
herramientas mas valiosas para impacto de ciertas infecciones en las
economias locales y globales. En este sentido, la deteccion de un
parasito en el hospedero intermediario o en el definitivo, es crucial para
comprender la enfermedad y para poder disefiar estrategias apropiadas
para su control (Awad et al., 2011). De esta manera, la deteccion de
infeccion con B. equi, B. canis vogeli, B. caballi, B. bigemina y H. canis
en las garrapatas analizadas, constituye un aporte valioso al
conocimiento sobre la diversidad de hemoparasitos encontrados en
garrapatas, sumado al potencial que tienen algunas de estas
garrapatas para trasmitirlos, pone de manifiesto la importancia de

seguir realizando investigaciones que ayuden a comprender la
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epidemiologia de estos organismos de relevancia veterinaria e

importante en salud publica.
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CONCLUSIONES

Las técnicas de diagnostico molecular implementadas permitieron
identificar una alta diversidad de piroplasmas, que a pesar de ser
considerados hemoparasitos comunes de animales domésticos, la gran
mayoria de ellas son detectadas por primera vez en garrapatas de

nuestro pais.

En 4 de los 6 municipios estudiados (en todas las subregiones
analizadas) se presentd al menos una especie de Piroplasma,
identificAndose 4 especies en el departamento de Sucre: B. bigemina,

B. canis vogeli, B. equi y B. caballi.

Se registra por primera vez H. canis en garrapatas de la zona rural
de Sincelejo, mediante los cebadores PiroAl y PiroB que flanquean
una zona variable del gen 18S de Piroplasma, agregando otro

microorganismo a la lista de hemoprotozoos que infectan perros.

Las relaciones piroplasma-garrapata-hospedero  observadas
muestran que algunas de las especies de garrapatas de la zona
podrian tener un habito hematofagico mas amplio de lo anteriormente
pensado. Esta informacion podria permitir mejorar nuestra comprension
de la epidemiologia de estos hemoparasitos transmitidos por

garrapatas en la region Caribe de Colombia.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la utilidad de los métodos artesanales usados por los

campesinos para el control de ectoparasitos.

Realizar investigaciones encaminadas al conocimiento de estabilidad
enzootica de la babesiosis; asi como también la distribucion,
prevalencia en animales y humanos, determinacién de resistencias a
los garrapaticidas, efectividad de vacunas para garrapatas y otras

enfermedades transmitidas por garrapatas en nuestro medio.

Estimar las pérdidas econOmicas causadas por garrapatas y
enfermedades que transmiten, entre otras, que ayuden a elaborar

planes de control y prevencién acordes con la realidad nacional.

Realizar investigaciones dirigidas a determinar la seroprevalencia de
especies de Babesia en la poblacién humana y los factores asociados

en la Region Caribe.

Realizar trabajos para identificar la rigueza de las especies de Babesia

en animales de la fauna silvestre.
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