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RESUMEN: Este estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad de una prueba de PCR-RFLP para detectar y diferenciar
la especie de Babesia presente en garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus, la garrapata comin del ganado. La
prueba de PCR amplifico una porcién del gen 18S rDNA de aproximadamente 400 pb. Se generaron fragmentos de 250 y
150 pb en productos de PCR digeridos con la enzima de restriccion Mspl, solo en muestras conteniendo ADN de B. bovis,
mientras que los amplicones de las muestras infectadas con B. bigemina no fueron digeridos. Los productos de PCR
digeridos con Box | mostraron fragmentos de 290 y 110 pb en muestras infectadas solo con B. bigemina. La prueba de PCR-
RFLP puede ser una herramienta molecular util que permite detectar la presencia de Babesia spp en garrapatas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus y la discriminacion de B. bovis y B. bigemina.
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Optimization of a pcr-rflp test for Babesia sp. detection and differentiation in Rhipicephalus
microplus ticks.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the ability of a PCR-RFLP test to detect and differentiate Babesia species
present in Rhipicephalus (Boophilus) microplus, the common cattle tick. The PCR assay amplified a portion of the 18S
rDNA gene of approximately 400 bp. Fragments of 250 and 150 bp were generated by enzyme digestion of PCR products
with the restriction enzyme Msp |, only in samples containing DNA from B. bovis, while amplicons from samples infected
with B. bigemina were not digested. PCR products digested with restriction enzyme Box | showed fragments of 290 and 110
bp in size only in samples infected with B. bigemina. The PCR-RFLP test can be a useful molecular tool to detect the
presence of Babesia sp. in Rhipicephalus microplus ticks and discrimination of B. bovis from B. bigemina.
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Introduccion

En México la garrapata comun del ganado, Rhipicephalus (Boophilus) microplus ha sido
reconocida como uno de los vectores que transmiten la babesiosis bovina, una enfermedad causada por
los parasitos intraeritrociticos Babesia bovis y Babesia bigemina, que se caracteriza por provocar una
alta morbilidad y mortalidad, con la presencia de fiebre, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia y
frecuentemente muerte (Figueroa y Alvarez, 2003; OIE, 2004). La ganaderia bovina en México
asciende a mas de 32 millones de cabezas (SIAP, 2010) de las cuales el 70% se desarrolla en regiones
tropicales y subtropicales, lugares de alta incidencia de la garrapata vector (Navarrete et al., 2002). El
diagnostico de la enfermedad se basa en la presentacion de signos clinicos asociados a la presencia de
la garrapata vector, sin embargo se requiere de pruebas de laboratorio para confirmar la presencia de
los parasitos intraeritrociticos (OIE, 2004). ElI método tradicionalmente utilizado para la identificacion
del agente en animales infectados es mediante el examen microscopico de frotis finos y gruesos de
sangre tefiidos con colorante de Giemsa. Es un método adecuado para la diferenciacion de especies
(basada en el tamafio y caracteristicas morfologicas de Babesia bovis o B. bigemina) en los bovinos
infectados, particularmente en la deteccion de infecciones agudas y es buena en frotis finos pero pobre
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en los frotis gruesos (OIE, 2004). Se ha mencionado que para el estudio de la epidemiologia de la
babesiosis bovina y el establecimiento de adecuados programas de prevencion y control de enfermedad,
no solo se necesita saber la prevalencia de la enfermedad en los animales hospederos, sino que es
primordial conocer el grado de infestacion por garrapatas en los bovinos, pero también la prevalencia e
intensidad de infeccion de las garrapatas por Babesia (Guglielmone, 1995). Desde los afios 60°s se ha
descrito que la infeccion por Babesia bovis y B. bigemina en hembras repletas de Boophilus microplus
puede ser detectada mediante microscopia dptica a partir de una muestra de hemolinfa (Riek, 1964,
1966). Esta prueba permite identificar la fase evolutiva de Babesia denominada quineto, y con base en
la longitud y otras caracteristicas morfoldgicas de estos, se ha postulado que se puede diferenciar B.
bovis de B. bigemina (Riek, 1964, 1966; Johnston, 1967). Sin embargo, otros autores reportan que no
siempre es posible discernir la especie de Babesia que infecta a las garrapatas B. microplus solamente
con base en el analisis morfolégico de los quinetos en una muestra de hemolinfa (Buscher, 1988;
Guglielmone et al, 1989, 1995). Por otro lado, se ha sefialado que el método convencional actualmente
disponible, tal como el examen microscépico de una muestra de hemolinfa tefiida con Giemsa, tiene
algunas limitaciones debido a la baja sensibilidad analitica, exigencia de un microscopista capacitado
para identificar y diferenciar las especies involucradas, y bajo rendimiento en cuanto al nimero de
muestras analizadas en una jornada (Figueroa y Buening, 1995; Sparagano et al, 1999,). Las pruebas
diagnésticas modernas basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) tienen una elevada
sensibilidad y especificidad analitica y son susceptibles de brindar un alto rendimiento (Figueroa y
Buening, 1995; Figueroa y Alvarez, 2003; Oliveira et al, 2005). En la mayoria de estos métodos se
requiere, sin embargo, una prueba de PCR por especie y en ocasiones dos pruebas de PCR por especie
si se realiza una re-amplificacion de ADN con el método de PCR anidado. El objetivo de este trabajo
estuvo dirigido a poner a punto una prueba de PCR para Babesia spp, basada en oligonucledtidos
género-especificos que amplifican una porcién del gen DNA ribosomal 18S de cualquier especie de
Babesia, asi como en la determinacion de especie mediante digestion del producto de amplificacion
con enzimas de restriccion (PCR-RFLP), asi como su aplicacion preliminar en la deteccion de Babesia
bovis, B. bigemina 0 ambas especies en la garrapata vector Rh. microplus.

Materiales y Método

Con el objeto de poner a punto la prueba de PCR-RFLP, se obtuvieron glébulos rojos infectados
con B. bovis y B. bigemina a partir de cepas establecidas en cultivo in vitro (Alvarez y Figueroa, 2007).
Se seleccionaron, ademas, 10 garrapatas hembra ingurgitadas en bovinos experimentalmente infectados
con B. bovis y B. bigemina y positivas a la prueba de hemolinfa (Castafieda et al, 2012). La extraccion
del DNA gendmico de Babesia spp se realizd mediante el procedimiento de purificacion por columnas
con la utilizacion de un kit comercial. Para la prueba de PCR se procedié a la amplificacion de la
porcion variable del gen que codifica para el ARN ribosomal de la pequefia subunidad 18S, utilizando
los oligonucleotidos PIRO A y PIRO B (Carret et al, 1999) y que amplifican diferentes especies de
Babesia (Carret, 1999). Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 0.2 ml, con un volumen final
de 25ul, a los cuales se agregaron 12.5ul de Mezcla maestra (Taq polimerasa, dNTPs, Mg, Cl), 5.5ul de
agua libre de nucleasas, 5ul de ADN purificado (conteniendo 100 ng), y 2 pl de mezcla de los
oligonucledtidos sentido PIRO A (5’-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3") y anti-sentido PIRO B
(5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3) (Carret et al., 1999). La reaccion de amplificacion se realizé
con el siguiente protocolo de ciclado: un ciclo de desnaturalizacion inicial por 5 min a 94°C, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min, extension a 72°C
por 1 min, extension final a 72°C por 5 min y conservacion a 4°C hasta retiro de los tubos de PCR para
analisis de las muestras. El producto amplificado por PCR con los oligonuclettidos PIRO A/B se
sometié a digestiébn con las enzimas de restriccion (ER) Msp | y Box |, de acuerdo a las
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especificaciones del proveedor. Con base en un andlisis bioinformatico realizado con la secuencia de
ADN ribosomal de cada especie de Babesia, se identifico un sitio de reconocimiento para cada una de
estas enzimas en la parte variable del gen ADNr del parasito. En teoria, la ER Box | (secuencia de
reconocimiento 5'-GACNN|NNGTC-3") cortaria solamente el amplicon correspondiente al DNA
ribosomal de B. bigemina, mientras que la ER Msp | (sitio de reconocimiento 5-C|CGG-3") cortaria
solamente el amplicdn correspondiente al DNA ribosomal de B. bovis. De acuerdo a la cantidad de
ADN amplificado y necesitado para cada digestion con las ER, el volumen final de reaccion fue de
31ul, agregando 10ul de producto de PCR, 18ul de agua libre de nucleasas, 2l de buffer 10X, 1ul de
ER conteniendo 10 Unidades de Msp | 6 Box I. La digestion con las ER se llevo a cabo en un bafio
maria a 37°C durante 16 hrs. Los productos de PCR vy los derivados de la digestién con ER se
visualizaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2-3% en buffer TAE 1X, y tefiidos con
1.5ul de bromuro de etidio (10 mg/ml). Se utilizaron marcadores moleculares de 100 pb para discernir
y estimar el tamafio de los amplicones y los productos de digestion enzimatica. Para esto, del producto
obtenido por PCR se colocaron 24 pl de la reaccién en cada pozo y se sometieron a electroforesis a 85
voltios con buffer de corrimiento (TAE 1X) y el gel se visualizd en un transluminador con luz
ultravioleta.

Resultados

Con el objeto de implementar una prueba para deteccion y diferenciacion del agente etioldgico
de la babesiosis bovina en garrapatas, se puso a punto un procedimiento que consiste en la
amplificacion de ADN de Babesia spp por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), y
el analisis del polimorfismo en longitud de fragmentos con enzimas de restriccion (RFLP). La prueba
de PCR amplifica un fragmento de aproximadamente 400 pares de bases (pb), en B. bovis y B.
bigemina derivada de cultivo in vitro. Si el amplicon obtenido se digiere con la ER Msp I, se obtienen 2
fragmentos de ~250 y 150 pb de longitud (RFLP) en la muestra que contiene solamente B. bovis,
mientras que en la muestra infectada con B. bigemina el amplicon no es digerido. Si el amplicon se
digiere con la ER Box I, se obtienen 2 fragmentos de ~290 y 110 pb en la muestra infectada solamente
con B. bigemina, mientras que en la muestra infectada con B. bovis el amplicon de 400 pb no se
digiere, diferencidndose asi la especie infectante mediante el patrén de restriccion (PCR-RFLP).
Ademas, si los amplicones derivados de PCR a partir de una muestra simulando co-infeccién con B.
bovis y B. bigemina son digeridos con la ER Box | se obtienen tres bandas de 400, 290 y 110 pb,
mientras que en la muestra digerida con la ER Msp | se observan fragmentos de 400, 250 y 150 pb,
diferencidndose la especie presente en las muestras co-infectadas con B. bovis y B. bigemina.
Finalmente, si la muestra co-infectada se somete a una doble digestion con las ER Box | y Msp | se
obtienen los 4 fragmentos esperados, ie, 290 y 110 pb; 250 y 150 pb correspondientes a B. bigemina y
B. bovis, respectivamente. La Figura 1 muestra un resultado representativo de los amplicones obtenidos
en la prueba de PCR y sujetos a digestion enzimatica (RFLP) en las muestras derivadas de cultivo.

980



Figueroa-Millan et al.: Optimizacion de una prueba de PCR-RFLP para deteccion...

Box |
Box| Msp | Box| Mspl Mspl ND

Figura 1. Prueba de PCR-RFLP. Identificacion: M) Marcador de 100 pb; 1 y 3) B. bovis; 2 y 4) B.
bigemina; 5-8) co-infeccion B. bovis/B. bigemina. 1, 2 y 5) digeridas con Box I; 3, 4 y 6) digeridas con
Msp [; 7) doble digestién con Box | y Msp I; ND: No digerido.

La prueba de PCR practicada en las 10 muestras procesadas de garrapatas Rh. microplus
permitio identificar a los 10 especimenes con amplicones de la talla esperada (400 pb). Sin embargo,
solo en 6 especimenes se pudo visualizar una banda intensa (no mostrado). La digestion enzimatica con
las ER Box | y Msp I de los amplicones obtenidos permitié identificar un patron correspondiente a B.
bigemina en 5 de las garrapatas y un patron correspondiente a B. bovis en 3 garrapatas, con una
infeccion mixta en 2 garrapatas (Figura 2).
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Figura 2. Prueba de PCR-RFLP en garrapatas Rh mlcroplus M) Marcador de 100 pb; 1- Control positivo

de digestion, Panel A: B. bigemina; Panel B: B. bovis; 2-11) garrapatas Rh. microplus. 12) No digerido.
Panel A digeridas con Box I; Panel B digeridas con Msp .

Discusion

Se logré implementar la prueba de PCR para detectar Babesia spp en los eritrocitos infectados
provenientes de cultivo in vitro. Mediante el uso de oligonucle6tidos genéricos que alinean al gen que
codifica por el ARN ribosomal 18S, la prueba de PCR logra detectar la presencia de B. bigemina y/o B.
bovis en garrapatas Rh. microplus alimentadas en animales experimentalmente infectados. Trabajos
previamente realizados utilizaron como molde DNA purificado a partir de parasitos cultivados in vitro
(Carret, 1999; Carret et al, 1999), obteniendose un amplicon de la talla esperada pero sin poder
diferenciarse la especie: B. bovis 0 B. bigemina, dado que no se realizd proceso de digestion enzimatica
alguno. La prueba de PCR-RFLP utilizada como técnica para la deteccion directa puede ser precisa y
confiable, cuando se compare con la prueba de microscopia dptica. Sin embargo, es necesario evaluar
un mayor numero de muestras de garrapatas provenientes de animales infectados y no infectados con
Babesia sp., para poder determinar su sensibilidad analitica y especificidad diagnoéstica, en
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comparacion con la prueba convencional. No obstante, se puede argumentar que es en términos de la
especificidad de las pruebas y de la cantidad de muestras que pueden ser procesadas en un dia por un
solo analista, donde se podran establecer claras diferencias entre las pruebas diagnosticas directas. Por
ejemplo, un microscopista puede analizar facilmente 30 muestras de hemolinfa en una jornada si se le
dedica aproximadamente 10-15 minutos de analisis microscopico. Sin embargo, para lograr esto se
necesita contar con una persona con experiencia para la deteccion y especiacion de los parésitos. Por
otro lado la prueba de PCR si bien es una técnica de elevado costo por los reactivos que utiliza, tiene la
gran ventaja que en una jornada laboral de 8 hrs, y dada la (semi)automatizacion del procedimiento de
amplificacion del ADN, se puede tener un mayor numero de muestras procesadas en un dia.
Actualmente se estan realizando los experimentos necesarios para determinar, con el uso de la prueba
basada en PCR-RFLP, las tasas e intensidades de infeccion por Babesia en garrapatas experimental y
naturalmente infectadas con B. bovis y/o B. bigemina. Este es el primer trabajo en México que permite
realizar una diferenciacion de las especies B. bovis y/o B. bigemina con el uso de enzimas de
restriccion para digestion de un amplicon obtenido por PCR a partir de muestras de eritrocitos de
bovino y garrapatas infectadas con Babesia sp. La prueba puede ser implementada para el monitoreo
de infeccion por Babesia sp en la fase aguda de la enfermedad en bovinos de tal forma que se pueda
estimar el periodo prepatente y/o patente de la infeccion en animales premunizados y/o naturalmente
infectados. Una prueba de diagndstico mas sensible y especifica de especie, como la prueba de PCR-
RFLP, es instrumental para la deteccion y diferenciacion de B. bovis y B. bigemina, ya que permite
analizar un mayor numero de muestras en menor tiempo y facilita el establecimiento de una
intervencion médica mas efectiva y oportuna para el tratamiento de la babesiosis bovina.

Conclusién

La prueba de PCR-RFLP puede ser aplicada en cualquier parte del pais en donde existan
laboratorios con equipamiento basico para la prueba de PCR, donde se requiera un diagnoéstico mas
preciso de la babesiosis, incluyendo estudios epidemiologicos para estimacion de la prevalencia e
intensidad de infeccion, tanto en bovinos como en garrapatas. La prueba puede utilizarse también en la
deteccidn de infeccion mixta en bovinos, asi como en la identificacion y diferenciacion de Babesia sp
en la garrapata Rh. microplus y eventualmente, en Rh. annulatus.
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