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1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.
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2. DEFINICIONES.

Aislamiento: Grupo de parasitos obtenidos de un bovino infectadturalmente en un
determinado momento. Estos parésitos pueden ngesgiticamente homogéneos (Gill y col,
1987).

Cepa: Se utilizo este término para denominar los parasit@ntenidos mediante pasajes en

cultivo (in vitro) o a través de pasajes en bovirins/{vo) (Gill y col., 1987)

Clon: Poblacion de organismos genéticamente homogédedsados de un solo paréasito por

division asexual (Vega y col., 1985; Gill y col98r7).

Contig: Para la obtencion del genoma completo de un detadm organismo, se desarrollan
bibliotecas genomicas a partir de fragmentos de ADBda fragmento de esta biblioteca es
secuenciado y, mediante programas informaticoseserrdina la superposicién o secuencias
continuas en cada fragmento. Este montaje pernbtener tramos largos y continuos de

secuencias de ADN gendmico, con extremos supegaidshominadasontigs.

Subpoblacién: Grupo de parasitos obtenidos de una poblaciéra(ocepislamiento), los cuales
pueden ser 0 no genéticamente homogéneos. Panglon es una subpoblacion genéticamente

homogénea de su cepa parental (Carson y col., 1994)



3. RESUMEN.

La babesiosis bovina es una enfermedad enzodticsada por protozoarios Apicomplexa del
géneroBabesiatransmitidos por diferentes especies de garrapateArgentina, esta enfermedad
es provocada poB. bovisy B. bigemina ambas trasmitidas por la garrapata de los bovinos
Rhipicephalus microplud.a babesiosis genera importantes pérdidas ecoaéraita produccion
bovina por provocar pérdidas de peso, abortospsat tratamiento y frecuentemente la muerte.
La caracterizacion molecular de aislamientos Blebigeminaes fundamental para realizar
estudios epidemiologicos, desarrollar pruebas gergnostico y sintetizar nuevas vacunas. En
este trabajo se seleccionaron clones biologicasta pde una cepa patdgena y una cepa atenuada
de B. bigemina,ambas adaptadas a la multiplicacién contiimuaitro, utilizando diluciones
limite. Estos clones fueron Utiles para establecepnstitucion genética de aislamientos y cepas
de referencia, comparar clones con diferente fpaate virulencia, evaluar distintos marcadores
moleculares, y caracterizar aislamientos silves®estrabajo con 7 clones biologicos terciarios
derivados de la cepa patdgena BbiS2P-i y 5 de p@ @enuada BbiS1A-i. El estatus de
virulencia de los clones se evaluid vitro e in vivo. Se compararon mediante HRM y/o
secuenciacion los gend8S rARNrap-1cy gp45y las regiones intergénicd§S y diferentes
secuencias repetitivas en clones y cepas silvestres

Los clones no mostraron diferencias genéticas cenparentales, pero si una reduccién de
haplotipos con respecto a las cepas originalesengaisin vivo. Las regiones polimorficas de
los marcadores moleculares permitieron difererlemicepas de diferentes regiones geograficas.
Las mutaciones observadas en el d&% rARNse ubicaron en su mayoria en la region
hipervariable de la hélice E23-1, mientras queol@azpolimorfica del gemap-1c se ubico en el
extremo 3. El gegp45no pudo utilizarse debido a la falta deteccidéruea cepa y las regiones
ITS mostraron elevado polimorfismo. Solo 3 ms y § Mermitieron diferenciar clones con
diferentes geno- y fenotipos. Estos marcadoresiéang&rmitieron agrupar clones y cepas por su
fenotipo de virulencia. El analisis simultaneo de $ecuencias de los geld&S rARNy rap-1c

de los clones bioldgicos, confirmd que solo ciestaispoblaciones d@abesiaprevalecen durante

la adaptaciémn vitro, lo que genero una reduccion del nimero de hapletiEn conclusion, los
clones y los marcadores moleculares seleccionaelositperon establecer la diversidad existente

entre cepas obtenidas de diferentes regiones dentng y las diferencias relevantes con las
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cepas de Australia e Israel. Este trabajo estalbedesase para definir la importancia de la
patogenia deB. bigeminaen infecciones naturales. Deberan evaluarse nuevasadores
moleculares para el estudio de los aislamientosad®s naturales que ocurren en diferentes

regiones enzodticas.

ABSTRACT.

Bovine babesiosis is an enzootic disease causeétpizpmplexa protozoa frorBabesiagenus,
transmitted by ticks. In Argentine, the etiologieglents arBabesia bovisndBabesia bigemina
both transmitted biRhipicephalus (B.) micropludhis tick is found at the North of parallel 30°S,
producing losses of US$ 30 million per year. Stadyithe biology and the intraespecific genetic
variations ofB. bigeminafrom Argentinean and other region strains has ipecan easy task
after the development of continuanasvitro multiplication for these parasites.

The present studies were based on the use of staaith clones which patogenicity level was
establishedn vivo. Seven clones derived from BbiS2P-i strain ané fiom BbiS1A-i strain
were used. These clones were obtained by the tigndilution technique and showed similar
vitro multiplication efficiency and the same phenotygetlaeir parental straind8S rRNArap-

1c, gp45 ITS genes and repeat sequences were compared witholeeular pattern established
in clones. Thel8S rRNAgene allowed strains differentiation by using guat mutations
visualized in the secondary structure of E23-1xhdidividually, rap-1c gene was used to
identify strains associated to patogenicity, conéd with HRM technique. Differences existing
between not geographically related strains werentifiled by using 18S rRNAand repeat
sequences. Finally, the population selection dffterstrains adaptation to threvitro growth was
confirmed through the simultaneous analysid&$ rRNAandrap-1c sequences from clones. As
a conclusion, clones and molecular markers seleafledved to establish the diversity among
different Argentinean regions and among these ameign strains. Differences between the
virulence of the strains helped us to gain knowéedfjthe patogenicity frorB. bigeminanatural
isolates. More molecular markers are needed tormd#van the study of isolates occurred in

different enzootic regions.
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4. INTRODUCCION.

4.1. Babesiosis. Aspectos generales.
La babesiosis bovina es una enfermedad anemizanotada por al menos seis especies del
géneroBabesia protozoarios Apicomplexa que parasitan exclusese los eritrocitos. Estos
parasitos son transmitidos por diferentes espeatBegarrapatas. La babesiosis se manifiesta en
forma aguda con la pérdida del estado de saludrgemdortos y muerte en la mayoria de los
casos no tratados. Los bovinos que superan egpta st transforman en portadores sanos,
inmunes a nuevas re-infecciones. La babesiosisnesética en regiones del mundo donde
habitan las especies de garrapatas que la tranfdiiemberg, 1995). Las Unicas especies que
causan babesisosis bovina en la Argentina Bahesia bigeminay Babesia bovis ambas
transmitidas por la garrapata comun del boviRbipicephalus microplusEn nuestro pais la
enfermedad es enzodtica al norte del paralelo 38d8le existen aproximadamente 12 millones
de bovinos, y genera pérdidas econémicas estireadd® millones de délares anuales (Spath y
col., 1994).
Ademas de los bovinos, en esa region existen apemamente unos 80.000 bufal@ulhalus
bubalig. En esta especie se observoé la presencBabtesiaspp. y de su vector, aunque no han
sido reportados casos clinicos (Jacobo y col., 2004
R. microplusse distribuye en el noreste (NEA) y noroeste (N@&)Argentina al norte de los
paralelos 30 °S, con excepcion de la region andiaazona comprende la totalidad de las
provincias de Chaco, Formosa, Misiones, Santiago Estero y parcialmente Catamarca,
Cordoba, Corrientes, Jujuy, Salta, Santa Fe y Taounha distribucion de la garrapata en
Argentina estd relacionada a dos factores ambemtal déficit hidrico y la temperatura
(Guglielmone, 1992). La presencia d& microplus depende de inviernos benignos con
temperaturas promedio superiores a 14,5 °C y clielativamente humedos. Estas dos variables
permiten clasificar la aptitud ecolégica de cadadr paraR. microplusen 1) Regién intermedia
1: déficit hidrico anual <200 mm y 3-4 meses d& aon temperaturas < 14,5 °C; 2) Regién
intermedia 2: déficit hidrico anual entre 200-50hrg < 3 meses del aflo con temperatura
< 14,5 °C; 3) Region favorable: déficit hidrico aha200 mm:< 1 mes del afio con temperatura
< 14,5 °C; 4) Region naturalmente libre; y 5) Rad@vorable de la cual se erradico la garrapata

mediante una campafa nacional de lucha (Figura 1).
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Figura 1. Aptitud de diferentes regiones ecoldgicas de Atiga para el desarrollo de la
garrapateaRhipicephalus micropludRegiones 1 y 2: intermedias; Region 3: favoraRkegion 4.
poco favorable y naturalmente libre; Region 5: fabte pero libre de garrapatas por erradicacion

programada.

4.2. Taxonomia y filogenia d8abesia.
El géneroBabesiapertenece a la familia Babesiidae, orden Piropi@asnsubclase Aconoidasida,
clase Sporozoea, phylum Apicomplexa, subreino Aatapdominio Eucariota.
El género Babesia se multiplica por fisibn binaria exclusivamente &s eritrocitos del
hospedador vertebrado. Posee dos formas invasem@rdnadas esporozoitos y merozoitos y
una forma de multiplicacion, el trofozoito (Bockcgl., 2004). El phylum Apicomplexa incluye a
otros microorganismos causantes de enfermedadémpietancia médica y veterinaria como

Plasmodiunspp.,Theileriaspp.,Toxoplasmapp.,Neosporaspp. (Figura 2).



-13 -

Apicomplexa

Sporozoea
1
) +
Gregarinia Coccidia
1
+ ' *
Eucoccidea Protococeidea Agamococcidea
1
v
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| |
L] } ]
Adeleina Eimerina Conoidina Aconoidina
Klossiidae  Sarcocystidae Eimeridae Haemogregarinidae Haemosporidae Piroplasmidae
Klossia Toxoplasma Eimeria Hepatozoon Plasmodium Babesia
Klossiella Neospora Cryptosporidia Hemogregarina Leucocytozoon Theileria
Isospora Karyolysus Haemoproteus

Sarcocyslis

Figura 2. Arbol filogenético de los organismos Apicomplex@eck y col, 2009). En rojo se

destaca la ubicacion del gén@&abesia

4.3. Ciclo biologico deBabesia bigemina.
El ciclo biologico deB. bigeminaconsta de una etapa sexual compleja en la gaar&pat
microplusy de una etapa asexual en los eritrocitos delnoovi
La etapa sexual se inicia en el intestino de lasbnas deR. microplusdespués de la ingestion de
sangre de bovinos portadoresRlebigemina.lLas condiciones propias del intestino medio de la
garrapata estimulan la produccién de dos poblasideecélulas denominadas cuerpos radiados o
“Strahlenkorper” derivadas de los gametocitos diferados en los eritrocitos del bovino. Los
cuerpos radiados se multiplican, forman agregaddsmacleados, y se fragmentan en unidades
haploides que se fusionan de a pares (singamia)fpemar cigotos, proceso que incluye una
division meidtica. Cada cigoto se multiplica en t@ulas digestivas y luego en las células
basofilicas, para generar los kinetos (0 vermigulaceso conocido como esporogonia. Los
kinetos se descargan en la hemolinfa desde dond®len células de diferentes 6rganos,
incluidos los ovarios, en los que producen sucssieiclos de esporogonia secundaria. La
colonizacién de los o6vulos permite la transmisidansovarica del parasito a la préxima
generacion de garrapatas (Mackenstedt y £6D5).
El esporozoito, estadio infectante & bigemina,madura en las glandulas salivales de la

garrapataR. microplusaproximadamente nueve dias después de que las laan infestado al
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bovino, momento en el que alcanzan su etapa da girfontinda en los adultos machos y
hembras (Riek, 1964). Los esporozoitos son inooglatirectamente al torrente sanguineo a
través del hipostoma de la garrapata y transpastpdola saliva (Hodgson, 1992).

Cada esporozoito coloniza un eritrocito a travésilanecanismo que incluye la seleccion del
eritrocito, adherencia, reorientacion e invasiostaElltima depende de la integridad de una
estructura denominada complejo apical. Este compkEjuado en el extremo agudo de las
formas invasivas del parasito, incluye las organdEmadashoptries y micronemas que se
abren en la parte anterior de la célula y secratfiesinas y enzimas que permiten al parasito la
adherencia al eritrocito, la modificacion de su rhbeana plasmatica y la rapida invasion dentro
de una vacuola parasitofora que se desintegra detda division del trofozoito. Esta nueva
forma sin las organelas del complejo apical, inai@stadio de merogonia caracterizado por la
division binaria, asexual, la que finaliza con tanfacion de dos nuevas formas invasivas
denominadas merozoitos. Estos abandonan el glgbjdp a través de un mecanismo no bien
definido, para reiniciar un nuevo ciclo de invasigmultiplicacion intracelular. Los sucesivos
ciclos lisan los eritrocitos, generando la anenua garacteriza la babesiosis rbigeminay

es la principal causa de la muerte del hospedatinmg y Morzaria, 1986).

4.4. Epidemiologia de la babesiosis causada @rbigeminaen Argentina.
La interaccion del complejbabesiagarrapata-bovino tiende, en situacion ideal, aterar un
equilibrio que asegura la ausencia de babesiogmcal EI punto méas deébil del complejo
corresponde Babesia ya que la continuidad de su ciclo biolégico dejeede la presencia de la
garrapata y de los bovinos; le sigue la garrapatqye depende de la presencia de los bovinos, y
por ultimo los bovinos que son meros soportes sields anteriores.
Un aspecto de gran importancia en la epidemioldgika babesiosis bovina es el hecho de que la
mayoria de los terneros menores de 9 meses supgremo infeccion en forma subclinica y sin
los signos graves que se producen en los bovingisoadméas susceptibles de padecer formas
graves de babesiosis (Guglielmone y col., 1992 Esacion entre el sistema inmune de los
bovinos yBabesiaspp., diferente a la observada en otras enfermeddeeos bovinos fue
ampliamente estudiada por Goff y col. (1998, 200A0%0) paraB. bovis Ellos analizaron los
niveles de expresion de los mARN de IL-10, IL- 12N-y, TGF$ y de &acido nitrico como

factores responsables de la respuesta inmune idedts terneros. Las diferencias en los niveles
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de expresion de estos mediadores solubles expliciEimayor resistencia de los bovinos jovenes
con respecto a los adultos (Goff y col., 2010). 8aga la infeccion subclinica, los animales
establecen una solida inmunidad contra desafierdiegos, la que persiste por el resto de la
vida util del bovino, aun en ausencia de re-infeces (Mahoney y col., 1973, 1979; Dalgliesh,
1993).

Para que un rodeo alcance la estabilidad enzoqtieagarantizara la ausencia de brotes de
babesiosis, es imprescindible una elevada tasaodelacion de esporozoitos Babesiaspp. por

las garrapatas (probabilidad de que cada uno danwsales del rodeo se infecte en un dia),
necesaria y suficiente para infectar alrededor788b de los terneros a los 9 meses de edad.
Alcanzada esta proporcion, es poco probable queatirotes agudos de babesiosis bovina
durante la adultez. En zonas donde la babesiosisere®odtica, los bovinos reciben
superinfecciones con diferentes genotipoBdbesia determinando un continuo cambio de las
subpoblaciones de parasitos sin que se manifieglans de enfermedad (Mahoney y.cb973).

Las situaciones de inestabilidad enzodtica se pmuwcuando la tasa de inoculacion no es
suficiente, y se manifiestan por la ocurrencia detds de la enfermedad con un impacto
econémico grave. El estudio de algunos aspectoka deteraccion entrébabesiagarrapata-
bovino se vio facilitado por la elaboracion de modenatematicos (Mahoney y Ross, 1972) que
permitieron predecir el riesgo de ocurrencia dedsrde babesiosis. La tasa de inoculacién debe
ser mayor a 0,005 y depende de la dinamica de datagones deR. microplus Esta es
modificada por diversos factores que incluyen lanposicion genética del rebafio (razas y
biotipos), las condiciones climaticas y edéaficaszdrga bovina por unidad de superficie y el tipo
de pasturas.

Por lo tanto, el pardmetro fundamental para evdmarobabilidad de ocurrencia de brotes de
babesiosis es la tasa de inoculacién, la cual diepda la proporcion de bovinos infectados con
B. bigeminaen el rodeo, la cantidad de garrapatas que imfestas bovinos y la proporcion de
garrapatas infectadas c& bigemina Debido a la dificultad para evaluar esos parasetia
tasa de inoculaciébn puede establecerse en formeedtal a través de la determinacién de

anticuerpos especificos en los terneros de 9 naesedad promedio.

4.5. Prevencion de la babesiosis bovina.
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Actualmente, en Argentina, Brasil, Uruguay, Colombsrael, Sudafrica y Australia, se utilizan
vacunas basadas en parasitos vivos atenuadospatogenicidad. En las primeras décadas del
siglo pasado, el método de inmunizacién que seausabArgentina, consistia en la inoculacion
de sangre de bovinos portadores cronicos de |I@sipas patdgenos y la posterior aplicacion de
guimioterapicos para controlar las infecciones (Bp&976; Lombardero y col., 1978).
Investigadores australianos lograron mediante 20{2&8sajes sucesivos en terneros
esplenectomizados con intervalo de 4-5 dias (pasapidos), obtener cepas @ bovis
atenuadas en su patogenicidad (Callow y Mellor661.9

En Australia obtuvieron una cepa atenuadaBdéigeminaa partir de 7 pasajes sucesivos en
bovinos con bazo durante periodos de 3 a 16 sem@asajes lentos). Los bovinos que
recibieron el séptimo pasaje fueron esplenectorozdda 14 semanas después de la infeccidon
(Dalgliesh, 1993). Con esta cepa elaboraron unanaadndicada para bovinos menores a 10
meses de edad y capaz de generar proteccion inemeke95-100% de los animales inoculados
(Callow y col., 1979).

En Argentina se obtuvo una cepa Blebigeminaatenuada (BbiS1A) mediante dos pasajes en
terneros esplenectomizados, en los que se le p&atdanzar un estado de cronicidad (Aguirre y
col., 1989). La atenuacion de la patogenicidadaepcobd mediante la comparacion entre los
parametros clinicos generados por la vacuna yrm#opados por una cepa virulenta en sendos
grupos de bovinos susceptibles (Aguirre y col.,9194angold y col., 1992). Otra cepa Be
bigeminase obtuvo de manera similar en la Estacion Experiahedle Mercedes, Corrientes
(Vanzini, com. pers.). Ambas cepas se utilizan awdcuna elaborada por la EEA-Rafaela y
EEA-Mercedes, de las cuales se distribuyen alred#el600.000 dosis anuales.

En Australia han ocurrido casos severos de babgsi@sica en animales vacunados &rbovis
atenuada. Estos fueron provocados por cepas sédsessistentes a la inmunidad generada por
las cepas vacunales, aspecto que obligé a utiimavas cepas. La caracterizacibn molecular
mostré gran variabilidad entre las proteinas sipalds (VMSA) de las cepas vacunales y las
silvestres (LeRoith y col., 2005; Berens y col.02)) lo que explicaria la falta de proteccion
cruzada. En la Argentina hasta ahora se consideravento poco frecuente la ocurrencia de
babesiosis clinica en bovinos vacunados. Un estrghibzado en una poblaciéon de 105.000
bovinos vacunados mostré6 que la mayoria de losscamntificados (0,06%) ocurrieron en

bovinos adultos introducidos en regiones de babissienzodtica desde zonas libres de la
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enfermedad. A su vez, la mayoria de casos inclayinbs de raza Hereford o sus cruzas lo que
sugiere la influencia de aspectos genéticos nmides aun (Guglielmone y Vanzini, 1999).
Estos casos podrian verse favorecidos por situesiole inmunodepresion ocasionados como
consecuencia del estrés generado en los bovirsdadealos.

Los riesgos de la utilizacién de vacunas vivasuiyeh la posible reversion de la virulencia y el
riesgo de transmision de otras enfermedades. Debiésto, en las ultimas décadas, se ha
intentado desarrollar vacunas basadas en antigerasables o en subunidades proteicas. Se han
evaluado lisados de parasitos, fracciones purifisatk proteinas nativas y subunidades obtenidas
mediante recombinacion del ADN (Brown y ¢&006). Hasta ahora, no se ha logrado un nivel
de proteccién adecuado con estos antigenos, posibte debido a la dificultad para incluir los
multiples epitopes necesarios. Los avances enclaeseiacion del genoma de bigeminaain
incompleto, la identificacion de los genes asoa@adola virulencia y el uso de proteémica

funcional podrian ser elementos de utilidad padesérrollo de nuevas vacunas.

4.6. Diagnostico de la babesiosis.
Para el diagndstico de la babesiosis bovina seanilmétodos directos o indirectos. Entre los
primeros se incluye la observacién microscopicéralis de sangre o la amplificacion y andlisis
de secuencias especificas de ADN pertenecieR&basiaa través de PCR, rt-PCR o RLBH. Los
métodos indirectos incluyen ELISA e IFlI (Echaidecgl., 1995), pruebas serolégicas que
permiten detectar anticuerpos especificos en lembs infectados.

4.6.1. Diagndstico por métodos directos.
4.6.1.1. Observacion microscopica directa.

Se utilizan extendidos finos 0 gota gruesa de sapgriférica (punta de la cola o borde de una
oreja) y también de improntas de 6rganos en el dasanimales muertos. El extendido fino se
realiza permitiendo primero que una gota de sasgexpanda en el angulo agudo que genera un
portaobjetos apoyado a 45° sobre otro, y deslizahgwimero sobre la superficie del segundo
suavemente. Se seca a temperatura ambiente, setfifmetanol y se tifie con colorante Giemsa.
La observacion se realiza con 1000x en un micrasad luz blanca (Callow y c0l1993). El
método de la gota gruesa consiste en el depoOsitmagota de sangre sobre un portaobjetos, la

expansién en un circulo de 10 mm, el secado a tatypa ambiente y la tincion con colorante
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Giemsa. La eficiencia de este método es de 1 E# Tty — 1x10 glébulos rojos (Bése y col.,
1995). La lisis total de una elevada concentradiéreritrocitos no fijados con metanol en una
pequefia zona, permite la observacion de parashossladn cuando la parasitemia no sea
relevante (Mahoney, 1973). Las improntas se realam material de organos muy irrigados
como rifidn, corazén, bazo o cerebro. La observagi@moscopica directa es el método mas
eficiente por su rapidez y economia para el diagpwsle la babesiosis aguda causadaBor
bovisy B. bigemina(Lew y Jorgensen, 2005). Ademas, permite la difdesmon entre especies
de Babesiapor su morfologia y la determinacion de la parasie(proporcion de eritrocitos

parasitados).

4.6.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa ®C
Este método enzimético permite la amplificacionagncial de secuencias especificas de ADN,
in vitro. La técnica se basa en la utilizacion de la enzenaoestabléraq polimerasa que en
presencia del buffer adecuado, magnesio, desorinfleétidos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) y
oligonucledtidos especificos, permite amplificargen o secuencia particular a partir de ADN
(Palumbi, 1996).
Esta técnica ha facilitado el desarrollo de nunmeramétodos para identificar y caracterizar
bacterias, parasitos y virus de importancia en aregihumana y veterinaria (Pfeffer y ¢ol
1995). La PCR utilizada simultaneamente con losodus de diagnostico convencionales, ha
probado ser de utilidad para la detecciorBdéigeminaen bovinos portadores y como prueba
confirmatoria debido a su elevada sensibilidadpgeicidad (Figueroa y col., 1992; 1993; Bock
y col, 2004). Estas caracteristicas han permitido suzatidn para identificar diferencias
gendmicas no detectables mediante los métodos dgndditico convencionales, entre
hemoparasitos de una misma especie (Lew y Jorge23@eh).
Es importante la adecuada estandarizacion de tactépara cada secuencia en particular y la

inclusion de controles de reaccidn para evitafdtsos positivos o negativos.

4.6.1.3. PCR en tiempo real (rt-PCR). Disociaaidel ADN con alta
resolucion (HRM).
La PCR en tiempo real (rt-PCR) es una técnica lzasadla PCR clasica, que depende de un

equipo al que se le ha incorporado un sistema pectsfotometria, que permite detectar en
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tiempo real la fluorescencia que emiten diferefiteg6foros al conjugarse con cada nueva doble
hebra de ADN generada de la amplificacion de lasegias. La intensidad de la emision se
incrementa en forma proporcional al numero de fexgos amplificados, durante sucesivos
ciclos de la PCR (Ginzinger, 2002). Esta técnica sido utilizada para la deteccion y
cuantificacion ddabesiay Theileria(Criado-Fornelio y col., 2009).

El método HRM permite discriminar secuencias de ARNtravés de la temperatura de
disociacion de las dobles hebras de ADN durantamalificacion por rt-PCR. Este ha sido
utilizado para caracterizar cepas de otros protax®aapicomplexa comoPlasmodium
falciparum (Andriantsoanirina y cql 2009) yBabesia canigAdaszek y Winiarczyk, 2010). Este
es un método de genotipificacion basado en la id&fim de las diferentes temperaturas de
disociacién generadas debido al tamafio, orden sleulaleotidos y la proporcion de GC de
secuencias diferentes (Patel, 2009).

El HRM es rapido, poco costoso y de aplicacion dlansin embargo la evaluacion de muestras
gue contienen mezclas de genotipos, diferenteseclancia buscada, dificulta la interpretacion

de los resultados (Taylor, 2009).

4.6.1.4. Hibridacion en fase reversa (RLBH).
Esta prueba permite la deteccién y diferenciaciomuddnea de diversas especies de
hemoparasitos a partir de una muestra Unica. Gsibbebl (1999) lo desarrollaron para los
géneros deBabesia spp., Theileria spp., Ehrlichia spp. y Anaplasmaspp. Se basa en la
amplificacién simultanea por PCR de fragmentos deNAde especies relacionadas como
Ehrlichia y Anaplasmao Theileriay Babesia,)y la identificacion a través de sondas especificas
adheridas a una membrana de nitrocelulosa mediaita covalente.
Durante la primera etapa se amplifica mediante RGR region variable del geb6S rARN
(Ehrlichia/Anaplasma o 18S rARN(Theileria/Babesia utilizando oligonucleotidos ubicados en
las regiones conservadas. Estos oligonucledtid@ asiidos a una molécula de biotina, que
permitira su identificacién en la etapa de revelddarante la segunda etapa, si los productos de
la PCR pertenecen a alguno de los hemoparasitasdensados, estos se hibridan a la sonda
especifica correspondiente, fijada a la membraag Esto, los productos de PCR se descargan

en cada ranura dblotter perpendicular a la direccion de las sondas espagifFigura 3).
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Figura 3. Esquema del RLBH. Las sondas especificas paragégatao o especie se encuentran
pegados a la membrana de manera vertical, miegi@dos productos de PCR se siembran de

manera horizontal. Por medio de quimioluminiscesei@etectan las reacciones positivas.

Los productos hibridados se visualizan usando ainminiscencia. El fragmento marcado con
biotina es detectado por incubacion con un ligaelestreptoavidina conjugado con peroxidasa.
La incubaciéon del sustrato de la peroxidasaOgi con la membrana, produce una reaccion
luminiscente que puede ser detectada en una ptaayds X. Luego del revelado de la placa, se
observan puntos oscuros en los sitios donde laasdmioridé con el producto de PCR,
identificando especificamente los fragmentos de RGRespondientes a los microorganismos

presentes en las muestras estudiadas (Gubbels §299).

4.6.2. Diagnostico por metodos indirectos.
4.6.2.1. Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Esta prueba de diagndstico serologico se utiliza fsmdeteccion de anticuerpos especificos de
Babesiaen suero de bovinos. El antigeno esta constitpatoun extendido de eritrocitos -5%
parasitados- sobre un portaobjetos de vidrio. lpesicie del portaobjetos estd subdividida en
cuadrados, en los que se depositanul2@e cada uno de los sueros desconocidos y sedancub
para permitir que los anticuerpos se unan a ldgemts deBabesiaspp. La reaccion de detecta
mediante un suero anti-inmunoglobulina bovina cgaglo con isotiocianato de fluoresceina.
Esta es excitada por la luz ultravioleta y emiteifescencia en los puntos de reaccion, lo que se
visualiza mediante un microscopio. La observaciénfldorescencia verde sobre el parasito y
eritrocitos indica la presencia de anticuerpos @fipes en el suero problema. La técnica de IFI

tiene limitaciones practicas, como la subjetivida@ra la interpretacion de la reaccion, el
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requerimiento de personal especializado y el esgéstero de muestras procesadas por sesion
(Echaide y col., 1995).

4.6.2.2. Prueba inmunoenzimatica en fase solid@LISA)
La prueba de ELISA se basa en la formacion de mptEo antigeno-anticuerpo sobre una fase
solida y su deteccion mediante una reaccion enmiadtsta Ultima se produce entre la enzima
conjugada a un anticuerpo secundario y un sustratndgeno. La intensidad de la reaccion se
mide mediante un espectrofotometro. Se han dekalooELISAs deB. bigeminabasados en
mezclas de antigenos nativos solubilizados o praseiecombinantes. Los antigenos solubles se
obtienen después de la lisis de merozoitoBdéigeminaaislados a través de gradientes de
densidad (Echaide y cpl2004). Entre los antigenos recombinantes se adgstias proteinas
superficiales RAP-1 (58 kDa) (Molloy y cpll998) y la p200 (Tebele y coR000). Esta prueba
se utiliza para diagndstico (Bono y col., 2008jué®s epidemiologicos (De Vos y ¢o2000),
controles posvacunales (Guglielmone y col., 199@ygluaciones experimentales de antigenos

(Baravalle y cal 2010).

4.7. Multiplicacion de Babesiaspp.in vitro.
El método usado para la multiplicacion Blabesiaspp., conocido como microaerofilico en fase
estacionaria (MASP), fue desarrollado pBrabovispor Levy and Ristic (1980) y adaptado para
B. bigeminapor Vega y cal (1985). La adaptacion de las diferentes espe@d3ablesiaa un
sistema de multiplicacién continu vitro ha facilitado la disponibilidad de proteinas ydasi
nucleicos para estudios epidemiologicos, caraeteidn fenotipica y genotipica de cepas, la
produccién de antigenos para pruebas de diagndséonldogico y estudios sobre el ciclo
biolégico, procesos fisioldgicos y bioquimicos datasito (Schuster, 2002). Este método ha sido
adaptado también para la produccion de vacunas Miwaue ha permitido aumentar su calidad
con respecto a la producidgavivo.
La multiplicacionin vitro, permite la disponibilidad continua de parasitesaedo la utilizacion
de bovinos esplenectomizados (Lehtinen y.,c@008). Sin embargo, debido a los distintos
requerimientos metabdlicos, no todas las cepasgoussl adaptadas al cultivo, aspecto que no ha

sido estudiado en profundidad p&abesia
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4.8. Variabilidad intraespecifica deBabesia.
Todas las especies @abesiaspp. tienen la capacidad de generar infeccionesispemtes en
aguellos hospedadores que logran superar la baesiguda, durante periodos variables entre
los 6 — 12 meses hasta los 4 aflos (Mahoney.yX®I3; Smith, 1984). Se genera asi un estado
de portador sano, no interrumpido por la potendpuesta inmune especifica desencadenada en
el hospedador a partir de fimo infeccién. La persistencia de los parasitos esigkema
circulatorio, limitada por la respuesta inmunepasa en un mecanismo de evasion que consiste
en la variacion de epitopes de distintas protednpsrficiales, lo que impide que los efectores del
sistema inmune logren su eliminacion. Esta estiateg utilizada por diferentes hemoparasitos
(Allred, 2003). Las variaciones antigénicas resgond cambios genéticos aleatorios propios de
cada cepa dd®abesiay las variaciones genéticas a la recombinacion AN durante la
multiplicacién sexual en el hospedador invertebr@larcy y col, 2006). Las variaciones de las
secuencias de los genes de estos parasitos, ldicaodin de los productos expresados y los
sutiles cambios de los mecanismos biolégicos pueskm identificados, caracterizados y
comparados entre cepas. Para conocer la diverdelagpas y aislamientos Be bigemina se

han realizado diversos estudios basados en estasigaes antigénicas y genéticas.

4.8.1. Variacion antigénica.
La variacion antigénica es un mecanismo de evaigdios efectores del sistema inmune de los
hospedadores utilizado por virus, bacterias y pae (Allred, 2001).
Los principales mecanismos de evasion definidos pdired (2003) para diferentes
hemoparasitos son 1) variacion antigénica rapidacitdadhesion y secuestro; 3) unién de
proteinas del huésped a los eritrocitos y 4) eximemonoalélica de miembros de familias
multigénicas como respuesta a su persistenciasdmlgpedadores.
Otro mecanismo de evasion utilizado por distintesagitos, se basa en la utilizacion de
moléculas del hospedador para evitar los efectteksistema inmune. Los eritrocitos parasitados
por B. bigemindgavorecerian la adherencia de la fraccion cristhle de la IgM a la superficie de
estas ceélulas, cambio que permitiria la circuladénlos parasitos sin la interferencia de los
efectores del hospedador, mientras completan stipficacion (Echaide y col., 1998).
Curnow (1973b) observo que los antigenos purifisatkouna cepa d& bigeminamultiplicada

en un ternero después de ser mantenida durantesZafbovinos con bazo, tenian una reaccion
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suave cuando se lo enfrentaba con el antisueraugidm por inoculacién de un bovino con la
cepa parental. A partir de esta observacion y umdas realizada en bovinos inoculados dn
bovis (Curnow, 1973a), el autor hipotetizd que duranted afios de pasajes continuos, la cepa
derivada habia sufrido variaciones antigénicas. sAiitas tarde, Thompson y cdl1978)
demostraron la existencia de diversidad antigémitavés de la inoculacién de dos grupos de 16
terneros con una cepa &e bigeminapurificada en bovinos inoculados mediante jeriggde
bovinos infectados por garrapatas y posterior desain las mismas cepas, aunque recuperadas
90 dias después de la primo infeccion (Thompsonly £977). Los titulos seroldgicos de los
grupos desafiados con la misma cepa pero en sdiesta persistencia (heterélogos) fueron
mayores que los producidos por los animales dekafi@on las cepas en sus etapas agudas
(homdlogas). La severidad de los signos clinicoegalos por los estadios cronicos se manifesto
a través de mayor temperatura corporal, mayor desagel hematocrito y valores de parasitemia
superiores con respecto a los estadios agudossddok cepas utilizadas. Estos resultados
confirmaron la diversidad antigénica dentro de lanma cepa d®. bigeminaal ser sometida a

diferentes tratamientos.

4.8.2. Variabilidad genética.
La variabilidad genética es una medida de la teridetie los genotipos de una poblacién de
individuos a diferenciarse, e implica la extensid& las diferencias genomicas entre dos
poblaciones (Nei y Kumar, 2000). Esta no puedemsslida exhaustivamente en todo el genoma,
analizando la totalidad de la poblacién, pero puestanarse en un grupo de genes a través de
una muestra representativa de la poblacion. Lanbowcion del ADN gendmico de las especies
de Babesia producido durante su multiplicacion sexual emtstino de la garrapata, genera las
modificaciones genéticas mas importantes (Simuyneal., 2011). Vogl (2004) pudo observar
variabilidad genética entre diferentes aislamierdeBabesiay dentro de cada uno de ellos
mediante la evaluacion de regiones de ADN pertenges al tandem ribosomal de estos
parasitos. Variaciones genéticas intraespecifinasof determinadas para otros Apicomplexa
como por ejemploRPlasmodium falciparunfDruilhe y col, 1998), Theileria parva(Oura y col,
2003),B. bovis(Dalrymple, 1992a; LeRoith y col2005; Berens y cgl2007; Baravalle y col.,
2012; Perez-Llaneza y cpP010; Simuunza y c9l2011) yToxoplasma gondi(Ajzenberg y
col., 2004; de Melo Ferreira y cpl2004; Ragozo y cgl2010). A estas deben agregarse las
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secuencias polimorficas encontradas por Fishel.\(2001), para una proteina superficial (GP-

45) entre cepas d& bigeminade diferentes regiones geograficas.

4.8.2.1. Cambios en la patogenicidad.
Algunas de las variaciones genéticas se manifiestaavés de aspectos mensurables como los
niveles de virulencia. De Vos y col. (1987) esteigl®on que la virulencia de las especies de
Babesiano es una caracteristica estable, debido a ques agppatdogenas podian manifestarse
como patdégenas al ser inoculadas en otros bovingzyersa. Se han observado variaciones del
comportamiento de las cepasBlebigeminaa través de los cambios de patogenicidad de cepas
mantenidas durante periodos prolongados en terespbsnectomizados, caracteristica explotada
para el desarrollo de una vacuna para el contrdd d@besiosis causada por este hemoparasito
(Aguirre y col, 1989). Estas variaciones en el comportamientoBdeébigeminahan sido
estudiadas previamente por Dalgliesh y,qdl981) quienes observaron que las cepas atenuadas
multiplicadas en terneros mediante pasajes pongas, pueden variar y comportarse como
virulentas. La variacion fenotipica de estas egsepiodrian responder a la seleccion de una
subpoblacion d®. bigeminapreexistente, con caracteristicas fenotipicas idefin(Vega y co)
1986) y/o a la regulacién de genes de virulenciaaee ha descrito paRa falciparum(Cooke y
col., 2001).

4.8.3. Consecuencia de la variabilidad intraespeaf. Multiplicidad de

infecciones.
Los avances realizados en métodos de genotipificaeivelan que en muchas enfermedades, los
hospedadores no son infectados con un solo gendBpoada hemoparasitos, sino por una
variedad de ellos (Read y Taylor, 2001). En la bmits esta variedad se originaria por la
inoculacion de esporozoitos 8abesiadurante las picaduras de diferentes garrapatestaufas
con poblaciones de parésitos genéticamente diversas constitucion heterogénea de
aislamientos d@. bigeminafue observada en Brasil a través de estudios igeaébasados en
cepas locales (Madruga y coR002) y en Suiza, a través del estudio de unebds la
enfermedad (Hilpertshauser y ¢&a007).
El uso de diferentes técnicas moleculares y biolggiha facilitado la identificacion de la

variabilidad intraespecifica. Druilhe y cal1998) y Taylor y col (2002) demostraron que
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individuos clonados provenientes de un mismo aiglato deP. falciparum y T. annulata
poseian variabilidad genética entre ellos. Ouraoly (2003), pudieron estudiar la estructura
poblacional deT. parva utilizando marcadores moleculares también defgidm clones
biolégicos. Gill y col (1987) establecieron diferencias de patogenicetdce clones dB. bovis
obtenidos mediante el método de dilucién limite temeros esplenectomizados. Dalrymple
(1992a) también observé mas de una poblacidB.d®visen una cepa atenuada mediante este
método. Algunas propiedades bioquimicas Ble bigemina pudieron ser identificadas en
subpoblaciones selectivamente separadas mediamiersacion biologican vitro (Vega y col,
1986).

Estos trabajos destacan la importancia de los sldnel6gicos para poder diferenciar los
genotipos presentes en los aislamientos. De estarmae podrian definir patrones moleculares

asociados a determinados fenotipos que expregaarjemplo, variaciones en la patogenicidad.

4.9. Identificacion de las variaciones genéticas.
Para el estudio de la variacion genética de paiiasi naturales de hemoparasitos, la utilizacion
de secuencias especificas de ADN provee mayominafcion que la aportada mediante el estudio
de proteinas (Nei y Kumar, 2000). Dentro de lagajas de su utilizacion, Dowling y cqlL996)
destacan que: 1) el andlisis del genotipo permatedéteccion de mutaciones silenciosas,
resultados que no se obtienen al analizar Unicameinfenotipo; 2) la posibilidad de utilizar
numerosas secuencias provenientes de difertrgieslisminuye la probabilidad de error; 3) las
técnicas que se aplican para estos estudios soilaely 4) el ADN puede ser extraido a partir
de cantidades pequefias de material y es estalantduargos periodos de tiempo. Dalrymple y
col. (1992b) establecieron que un gen ideal para Exatitiacion de cepas de parasitos deberia
ser especifico de especie, estar representadaparapia Unica y ser polimorfico entre cepas de
diferentes origenes.
Entre los marcadores moleculares utilizados, deyeo los que se amplifican desconociendo la
secuencia del ADN gendémico (amplificacion de fragtne de ADN al azar - RAPD - o
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restdn - RFLP -). En el primer caso, se utilizan
oligonucledtidos arbitrarios para amplificar por BGragmentos aleatorios. En el segundo los
fragmentos amplificados a partir del ADN genomiealggieren con enzimas de restriccion. Para

ambos casos el patron de bandas obtenido pararudid@luo o especie se visualiza mediante
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electroforesis. Estas técnicas suelen tener bpjadecibilidad y la especificidad depende de la
pureza del ADN y de la uniformidad de las condie®de trabajo (Lew y Jorgensen, 2005).

Por otro lado, también se destacan aquellos maresdolyo orden exacto de nucleétidos debe
establecerse mediante secuenciacion como las sgasia@odificantes para genes ribosomales,
proteinas estructurales y microsatélites o minlisage Asi, se pueden comparar las secuencias
nucleotidicas para cada individuo o especie meglignbgramas informaticos especialmente
diseflados para este fin. Esto permite mejorar peecificidad y la reproducibilidad de los
marcadores moleculares. Para el presente traleaglecsdid recurrir a esta técnica para el analisis

de las cepas y aislamientosBlebigemina

4.9.1. Marcadores moleculares de secuencia cordzi
4.9.1.1. Genes ribosomales.

El ARN ribosomal es parte de la estructura de ilngspmas y se encuentra entre los genes mas
estables conocidos. Los genes ADNr en los eucarisgadenominan 18S, 58S y 28S y se
encuentran organizados en tandem, separados peenséas que se transcriben identificadas
como ITS-1 e ITS-2 (del Inglésternal transcribed spacgro regiones internas espaciadoras y
una region externa ET®xternal transcribed spaceadosada al extremo 5 del gé8S rARN
(Figura 4). El namero de copias de esta familiatigeénica varia entre los diferentes eucariotas,
por ejemplo, se han reportado 200 copias en elgamtel ratbnNlus musculusy hasta 6400 en
el genoma del trigo, todas ubicadas en los cromasaomcleares (Gerbi, 1986).

S 3

a 18S @S,SSHSE 285 _

Figura 4. Esquema de los genes ribosomales en eucariotasarénja se identifican los genes

18S, 5,8S y 28S. Entre las regiones codificantessman las regiones internas que se transcriben

(ITS-1 e ITS-2) yen laregidon 5° se ubica la regéterna ETS.

Los hemoparasitos Apicomplexa presentan diferermmasrespecto a los demas eucariotas en el
numero de genes ribosomales. FRlesmodiunspp. se encontrd que solo existen 4-8 copias del

tandem ribosomal distribuidos a lo largo del genolres secuencias nucleotidicas de estas
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copias son diferentes entre si y cada una de stlaxpresa en distintos estadios del ciclo del
hemoparasito (McCutchan y col995).

El gen ribosomal8S rARNdenominado subunidad pequefia o SSU (del Inglésit ribosomal
subunit”), es ampliamente utilizado para realizar estudilogenéticos entre miembros del
phylum Apicomplexa, debido a que poseen regioneg camservadas (Allsopp y cpll994;
Allsopp y Allsopp, 2006; Criado-Fornelio y coP003 a, b).

A modo de ejemploPlasmodium vivayosee tres copias diferentes de la 989 expresadas
diferencialmente en los diferentes estadios deldpamésito dentro del eritrocito del humano
(Tipo Sy A) y del mosquito (Tipo O) (Li y col1997).B. bigeminatiene 3 copias del get8S
rARN, de acuerdo a lo demostrado por Reddy y, ¢@P91) quienes las denominarany b
(idénticas) y la tercera que se distingui6é de las primeras por contenanckntidos diferentes.
Ademas, las unidadesy b son transcriptas con mayor frecuencia que la drida

Mediante la comparacion de las secuencias de las I®8Bndlogas, pudieron diferenciarse,
ademas de las regiones conservadas, otras vari&dses regiones variables pueden ser Utiles
para evidenciar diferencias dentro de especiesnii@ho género. El analisis de la estructura
secundaria de este gen, permitio identificar unlewi€universal” presente en todos los seres
Vivos Y regiones menos conservadas que se cormigonon las secuencias periféricas dentro
de la mencionada estructura (de Rijk y.,cb992). En los eucariotas, estas regiones vasade
denominaron V1-V5 y V7-V9. En la Figura 5 se mues#fr estructura secundaria del e85
rARN, tipica de los eucariotas, donde se detallan ®megivariables (de Rijk y cpll992). Estas
regiones varian entre especies del mismo génersypextension y secuencia de nucleétidos. Si
bien las regiones variables estan conservadasodeetrorganismos de una misma especie,
Bhoora y col (2008), inesperadamente observaron diferenciesespecificas en este gen péra
equi y B. caballi Estas diferencias se confirmaron posteriormemt@ p. equi mediante el

clonado y secuenciacion de esta region.
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Figura 5. Estructura secundaria del g&8S rARNobtenida de Rijk y col., 1992. Las regiones
conservadas estan remarcadas en negrita y lablesreomo V1-V5 y V7-V9. Los numeros (1-
48) de la estructura corresponden al numero deehéli

Van de Peer y col(1997) desarrollaron un mapa de variabilidad dmuiesecias mediante la
superposicion de las estructuras secundarias pomrdientes a 500 especies eucariotas (Figura
6), que les permiti6 establecer la probabilidad nigtaciones nucleotidicas, las que fueron

graficadas sobre la estructura®ccharomyces cerevisiae
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Figura 6. Mapa de variabilidad de la subunidad menor ribosdd§ basada en la estructura
secundaria d&accharomyces cerevisideos colores muestran un rango de variacion desle
mas conservados (0) hasta los mas variables (<25%)a0meros de la estructura corresponden

al nUmero de hélice.
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En las regiones ubicadas entre los genes ribosspedeencuentran las regiones ITS-1 e ITS-2
(Figura 4). Estas secuencias regulan la transonpeiiniciacion de la amplificacion del ADNr y
han sido utilizadas para determinar diferenciagrine intraespecificas. Liu y co{2008)
utilizaron las regiones ITS-1 e ITS-2 para estahiézs subespecies Babesia majory Babesia
ovata Niu y col (2009) también utilizaron estas dos regiones ga@iminar entre especies de
Babesiaspp. de ovinos. Por ultimo, Hilpertshauser y. ¢@007) utilizaron la region ITS-2 para

identificar polimorfismos entre y dentro de aislantbs deB. bigemina

4.9.1.2. Secuencias codificantes de proteinas.
El estudio de proteinas de hemoparasitos (ubicada®rganelas citoplasmaticas y en la
superficie) ha tenido como principal objetivo landificacion de epitopes inmunogénicos para el
desarrollo de técnicas de diagnostico o vacunasmieinantes (Florin-Christensen y ¢&002;
Terkawi y col, 2007; Bono y co} 2008; Freeman y ¢9l2010). Sin embargo, la variabilidad
encontrada en las secuencias de aminoacidos deaalde ellas, ha permitido su utilizacién para
la determinacion de diferencias intraespecificagislamientos y cepas die vivaxy T. parva
(Beck y col, 2009) yBabesiaspp. yAnaplasmaspp. (Lew y Jorgensen, 2005).
Fisher y col (2001) estudiaron la glicoproteina Gp-45Biédigeminaen el clon mexicano JG-29.
El gen que codifica esta proteina tiene una sofsacen el genoma y carece de intrones. Al
analizar cepas de cinco regiones geograficas difeseencontraron que este gen no pudo
detectarse en algunas de ellas, presentdé polimm$isen su secuencia y sugirieron que su
expresion era regulada.
Hilpertshauser y co(2007) utilizaron el gen que codifica la proteinraMFR1c (proteina asociada
al rhoptry-1c) para caracterizar aislamiento8dbigeminaen un brote de babesiosis ocurrido en
Suiza.
Las proteinas RAP-1 pertenecen a una familia néuta@p, formada por 3 genes diferentes
distribuidos en tandem. Estos genes, se denomamafhay rap-1b (5 copias cada ung)rap-1c

(1 copia) ubicado en la region terminal elus(Suarez y co} 2003) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura delocusrap-1 enBabesia bigeminalel clon mexicano JG-29 (Suéarez y
col., 2003).

Rap-1ces un gen de copia Unica, que no se transcriblidserepas analizadas por los autores. De
sus 510 aminoacidos, los ultimos 100 presentaronalgor cantidad de sitios polimorficos, con
18 residuos diferentes entre distintas cepd3. degeminaEstas caracteristicas lo hacen elegible

para la caracterizacién de cepas y aislamient@ Beemina

4.9.1.3. Secuencias repetitivas en tAndem.
Se denominan asi a segmentos de secuencias repgiiglanuestran variaciones en su longitud,
debido a la cantidad de variantes que poseen. dixidbs tipos de secuencias repetitivas,
denominadas micro- y minisatélites. Los microstgglestan constituidos por secuencias de 2-6
pares de bases. Por lo general son regiones nficanties, polimorficas y dispersas a lo largo de
todo el genoma (Gasser, 1999). Para su amplifinaei® necesario conocer las regiones
flanqueantes que deben estar conservadas en ks aeglizadas. Por otro lado, los minisatélites
estan compuestos por secuencias de entre 6 yltdstemres de bases.
Tanto micro- como minisatélites han sido utilizagasa genotipificar poblaciones de diferentes
parasitos del phylum Apicomplexa, coro gondii (de Melo Ferreira y cql 2004),Neospora
caninum(Regidor-Cerrillo y cal 2006),T. parva(Oura y col, 2003; Oura y caol 2005; Odongo
y col., 2006),P. falciparum(Anderson y col 2000) yB. bovis(Wilkowsky y col, 2009; Perez-
Llaneza y cal 2010).
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipotesis:
“Patrones moleculares de B. bigemina asociados a cepas con diferentes grados de
patogenicidad se identifican en poblaciones naturas de este parasito.”

Objetivos:

5.1 Objetivo especifico 1. Caracterizacion biologa de clones deB. bigemina de
Argentina.
Base racional La clonacién bioldgica permite aislar poblaciohesnogéneas o clones, a partir
de una poblacion heterogénea He bigemina cada una con caracteristicas genotipicas y
fenotipicas idénticas. Clones con niveles de paiogiad significativamente diferentes entre si,
facilitaran la identificacion de marcadores molaces asociados a sus rasgos fenotipicos
distintivos.

5.2. Objetivo especifico 2. Identificacion de maedores moleculares en clones d&.
bigemina
Base racional.La caracterizacion molecular de clonesBdéigeminapatdogenos y no-patdogenos
permitira establecer patrones moleculares estdigéntivos para cada fenotipo.

5.3. Objetivo especifico 3. Caracterizacion moletar de B. bigeminade diferentes
origenes.
Base racional La prevalencia de los marcadores molecularesaus a distintos fenotipos en
cepas y poblaciones dB. bigeminade diferentes areas geogréaficas brindara infordnaci
epidemioldgica necesaria para el desarrollo de gsievetodos de diagnostico y de control de la

babesiosis bovina.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Materiales.
6.1.1. Cepas dBabesia bigemina.

Se usaron siete cepas provenientes de diferergemes de Argentina donde la babesiosis es
endémica y una aislada en México. Se utiliz6 tamiA®N proveniente de cuatro cepas de
Australia e Israel. Las cepas BbiS1A, BbiS3 y BBiSaisladas en la provincia de Salta, fueron
multiplicadas en terneros esplenectomizadowi¢o) y simultdneamente adaptadas al desarrollo
en cultivos continuog vitro. Estas Ultimas se identificaron mediante el agtegtel sufijo —i a
la cepa original (Ej. BbiS1A-i). La cepa BbiS1A aenud después de dos pasajes sucesivos en
terneros sin bazo, con un intervalo de 6 mesesi gy col., 1989). El inéculo original habia
sido obtenido de un ternero infestado con ninfaslyltos de garrapat& microplus derivadas
de teleoginas colectadas de un bovino infectadaralatente corB. bigeminalLa cepa atenuada
BbiM1A es derivada de la cepa patdogena BbiM1P, aigauacion también se logré después de
un pasaje en un ternero sin bazo y un periodoedeptd similar (Vanzini, com. pers.). La cepa
BbiS3 se aislé de un bovino portador cronico, ciniente sano. Las cepas BbiM1P y BbiM2P
fueron aisladas de bovinos con babesiosis agudaidas en dos rodeos en Corrientes (Parajes
Alen Cué y Chavarria, respectivamente). Las cedaS1B\-i y BbiM1A son utilizadas para
producir vacunas en Argentina. Mientras que, laadpiAvc y las cepas Bbilvc y BbilMo, son
las cepas vacunales utilizadas en Australia el)sespectivamente. El ADN de estas Ultimas fue
provisto por las Dras. Ala Lew (Australia) y Varihkap (Israel).
Para evaluar la especificidad de las pruebas adidig en el trabajo se us6 ADN de 2 cepaB.de
bovis BboR1A-i, BboS2P-i y Am2. La primera fue atenuada sel patogenicidad mediante
pasajes sucesivos entre terneros sin bazo cowaidsrde 4-6 dias (Anziani y col., 1993) y la
BboS2P-i, aislada de un brote de babesiosis ocurelnl Salta, Argentina. La cepa de
marginaleAm2, fue aislada de la sangre de un bovino coplasmosis aguda en Cerrillos, Salta
(Mangold, A. comunicacion personal). Las cepasizadds en esta tesis se detallan ehalala
1.
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Tabla 1. Referencias de las diferentes cepaBaleesia bigeminaaracterizadas y las cepasBle
bovisy Anaplasma marginalatilizadas como control.

Nombre Especie Origen Multiplicacion|  Fenotipo
BbiS1A-i B. bigemina NOA in vitro Atenuado
BbiS1A B. bigemina NOA in vivo Atenuado
BbiS2A B. bigemina NOA in vitro Atenuado
BbiM1A B. bigemina NEA in vivo Atenuado
BbiS2P-i B. bigemina NOA in vitro Patégeno
BbiS2P B. bigemina NOA in vivo Patdgeno
BbiS3-i B. bigemina NOA in vitro ND
BbiS3 B. bigemina NOA in vivo ND
BbiM1P B. bigemina NEA in vivo Patdgeno
BbiM2P B. bigemina NEA in vivo Patdgeno
BbiAVc B. bigemina | Australia in vivo Atenuado
BbiAH19 B. bigemina | Australia in vivo Patdgeno
Bbilvc B. bigemina Israel in vivo Vacunal
BbilMo B. bigemina Israel in vivo Vacunal
JG29 B. bigemina México in vitro Atenuado
BboR1A-i B. bovis Central in vitro Atenuado
BboS2P-i B. bovis NOA in vitro Patdégeno
Am2 A. marginale NOA in vivo Patdégeno

(Nombre-i): cepas cultivadas vitro; NOA: Noroeste Argentino; NEA: Noreste
Argentino; ND: no determinado

6.1.2. Medio de cultivo.
El medio base (MB) para la multiplicacion d& bigeminase preparé a partir del medio
comercial M199 (Gibco), modificado mediante el gaeo de 4,25 g/l del buffer zwitterion
HEPES, 2,2 g/l de NaHGDO0,1 g/l de penicilina y 0,16 g/l de estreptomacifel medio se

esterilizd mediante filtracion a través de membsate0,22 pm (Corniffy. El MB se enriqueci6
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con el agregado de suero normal bovino en una pridpode 60:40. EI medio completo (MC) se
preparo con el agregado de 5-10 % (V/V) de eritogsanormales de bovino.

Los eritrocitos y el suero desfibrinado normal dsuwieron asépticamente de un bovino
clinicamente sano. La sangre se colecto por punaigalar con una aguja 14G, unida mediante
una manguera de latex a un Erlenmeyer de 2000 téilesjue contenia bolillas de vidrio de
2 cm de diametro para el desfibrinado. La puncidgular se realizé en una zona de %cm
depilada y desinfectada. El desfibrinado se reatizdiante movimientos rotatorios continuos de
las bolillas. Para separar el suero, la sangréss#bdyo en tubos de fondo conico y se centrifugo
a 2000xg, a 4 °C durante 15 min. Extraido el suero, losamitos se lavaron 3 veces utilizando
la solucién VYM (Vega y col., 1985) para eliminastos de suero, codgulos de fibrina y los
glébulos blancos. El suero se congelo a -20 °Geldrocitos se mantuvieron a 8 °C durante un
tiempo maximo de 15 dias.

Para la adaptacion de las cepasBddesiaspp. argentinas al método de cultivovitro, se
incremento la concentracion de NaH{& medio de cultivo y se ajusto la profundidadlae

columna liquida a 5 mm. Esto se ajustd de acuelds @equerimientos de las cepas locales.

6.1.3. Muestras de eritrocitos parasitados obtenas$in vitro.
Las muestras de ADN de pardasitos multiplicanositro se extrajeron cuando las parasitemias
alcanzadas fuerom 6 %. Estas muestras se almacenaron congelada® 8C-Zhasta su

procesamiento.

6.1.4. Muestras de sangre obtenidas de bovinos yfalos de zonas endémicas.
Se obtuvieron 74 muestras de sangre de boviBos taurus taurux B. taurus indicu} para
carne de distintas razas y edades y 40 muestrasfdi®es Bubalus bubalisadultos. Esta ultima
especie se incluyé porgue conviven habitualmente aljunos de los establecimientos
muestreados.
Las muestras fueron identificadas de acuerdo aolz zde la cual fueron tomadas, las
provenientes de la regidn noroeste con las sigl@g N las del noreste del pais como NEA
seguidas de un numero. Se obtuvieron 10 muestrbsuiigos que habian sido vacunados con la
cepa BbiS1A-i. Estas muestras fueron tomadas 66 déspués de la vacunacién y se

denominaron PV (post-vacunales).
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Las muestras provenientes de animales con sighisad se identificaron ademas con la letra
().
Las muestras de bovinos infectados experimentabtaramente en areas endémicafk.a

microplusse obtuvieron con citrato de sodio como anticcagel

6.1.5. Clonacion molecular de productos de PCR.
6.1.5.1. Vector de transformacion.

Se utilizd el vectorpGEM T-easy de 3015 pb, comunmente utilizado para el clongdo
secuenciacion de fragmentos amplificados media@i @Figura 8). La utilidad de este vector se
debe a la capacidad de la enzifizag ADN polimerasa de adicionar un nucleétido de askein
los extremos 3’ de los fragmentos sintetizadosvdetor pPGEM T-easyse provee linealizado y
con el agregado de timina en sus extremos 3’, &b ltace posible ligar fragmentos de ADN
generados mediante PCR en condiciones similarasadigacion inserto/vector con extremos
cohesivos. Este vector contiene una region pa@doeldo mdultiple que incluye los sitios de
reconocimiento para diferentes enzimas de resbn¢cdd que permite la liberacion del fragmento
insertado. A su vez el vector contiene los pronestof7 y SP6 flanqueando a la region de
multiple clonado, la cual esta contenida dentro aéptido que codifica para la enzima
B-galactosidasa. La insercion de un fragmento de AdDNa region para el clonado mdultiple
resulta en la inactivacion det-péptido lo que permite la identificacion de losonds
recombinantes mediante la seleccion de coloniabadterias transformadas, identificables a
partir de su coloracion blanca. El vector contisiti®s de union para los oligonucleotidos T7 y

SP6, utilizados para la secuenciacion del fragmeéatdDN clonado.
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Figura 8. Esquema del vectopGEM T-easy (Promeg8) utilizado para el clonado y

secuenciacion de fragmentos provenientes de unkfiaagon por PCR.

6.1.5.2. Bacteria seleccionada para la clonacion
Se utilizé6 la cepa Top 10 F  (Invitroddn La células se hicieron competentes para ser
transformadas mediante el método del cloruro aal¢usubel y col., 2008) basado en una
solucién de 50 mM Cagly 15 % glicerol. Las bacterias competentes se ilolisteron en
alicuotas de 100 ul y se almacenaron congelad@® &C. Las bacterias transformadas con el
plasmidopGEM T-easyposeen el gen de resistencia a ampicilina, lofgciéta su desarrollo y

seleccién en medios de cultivo conteniendo esibiatito.

6.1.5.3. Medio de cultivo.
Para cultivar las cepas Top 10 F~ (Invitrogese utilizé el medio de cultivo Luria-Bertani (LB)
liquido, compuesto de extracto de levadura al 0,6°2¢), peptona al 1 % (P/V) y NaCl al 1 %
(P/V). El medio LB-Agar solido se obtuvo afiadieradlonedio LB liquido, 1,5 % de agar (P/V).
Las soluciones madres de IPTG y X-Gal fueron pestss para la seleccion de colonias
azul/blanco. El IPTG fue preparado disolviendo 2§/mi en agua bidestilada, y el X-Gal
disolviendo 20 mg/ml en DMSO. El antibiético ampi@ preparado con una concentracion de

100 mg/ml, se afiadio al medio de cultivo hastarai@auna concentracion final de 100 pg/ml.



-38 -

Los reactivos quimicos agregados fueron estertizachediante filtracion (filtros de jeringa

Cornind®, 0,22um) y el medio de cultivo mediante autoclave a 12115 min.

6.2. Métodos.

6.2.1. Cultivo continuoin vitro de B. bigemina.
Para la multiplicacion continuia vitro de B. bigeminase uso la técnica descripta por Levy y
Ristic (1980) adaptada para esta especie por Vegh §1985).
Los cultivos se realizaron en botellas de plaspaca cultivo de tejidos de 25 y 80 Trme
superficie y placas de 24 0 96 celdas en los quiist#buyo un volumen suficiente de MC para
alcanzar una columna liquida de 5 mm. El MB se véremada 24 h, lo cual permitié eliminar
metabolitos y sustancias toxicas y renovar losienttes agotados. Los subcultivos permitieron
evitar que el exceso de pardasitos consumiera loenies ofrecidos en cantidades fijas, antes de
las 24 h, lo que genera elevadas pérdidas de feraBara ello se mezclé medio completo
normal en diferentes proporciones (ej. 1:2; 1:30)con el medio completo parasitado, ambos
con el mismo porcentaje de eritrocitos, cada 48 h.9.os cultivos fueron mantenidos en estufa

con una atmosfera de 5 % de £037 °C.

6.2.2. Criopreservacion de cepas dgabesia.
Los eritrocitos parasitados (EP), provenientes dienaes infectados o de cultivdyeron
centrifugados a 200@g a 4 °C por 10 min. Eliminado el MB sobrenadaniepaquete de
eritrocitos se homogeneizo6 1:1 (V/V) con una sdnaion el 20 % de polivinilpirrolidona (PVP)
en buffer VyM. La suspension de EP en una concentrdinal de 10 % de PVP se distribuy6 en
crioviales de 2 ml y estos se precongelaron a &@n la capa gaseosa del nitrogeno liquido
durante 30 min. Finalmente los viales se almacenard 96 °C (Palmer y col., 1982).

6.2.3. Cuantificacion de eritrocitos parasitadopor Babesia bigemina.
6.2.3.1. Tincién de extendidos de eritrocitos.
El extendido de los EP se realizO sobre portaobjel® vidrio de 50 x 20 mm, secados a
temperatura ambiente. Estos extendidos se fijananetanol y se tifieron con colorante Giemsa.
El colorante se diluyé al 10 % con una solucionpanada fosfatos salina (PBS) pH 7,2 y se usé

para cubrir el extendido durante 20 min. Posteremt® fueron observados en un microscopio
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6éptico y una magnificacién de 1000 x (OlymPuslodelo BH2). La parasitemia se calculd
obteniendo el promedio de EP contados en 5 campa®soopicos sobre una linea oblicua
virtual iniciada en uno de los bordes de la zondiandel extendido y finalizada en el centro del
extendido. Se contaron 10 campos microscopicosigcheyd un campo microscépico de cada
borde. Este método se establecié debido a la maypmorcion de EP coB. bigeminaen los

bordes y al final del extendido. El nimero promeajiooximado de eritrocitos totales por campo
se establecié contando todas las células de 6 caogupleta y uniformemente cubiertos de
glébulos rojos. Esta técnica permite tener un valproximado de la concentracion de EP

necesarios para realizar los subcultivos.

6.2.3.2. Hematocitometria.
Para realizar el clonado biolégico Bebigeminaa partir de diluciones, fue necesario contar con
una técnica de recuento de EP mas precisa quedapta en 6.2.3.1. Para esto, se desarrollé una
técnica basada en la utilizacibn de naranja deliaeri colorante que tiene la propiedad de
intercalarse entre las dobles hebras de ADN, una@ue penetra las células (McCarthy y Senne,
1980; Darzynkiewicz, 1990). De esta manera, aégeitado el fluoréforo por la luz UV, el brillo
del nucleo de los parasitos permite detectar los EP
Una suspensién de eritrocitos parasitados fueddil@/50 con MB y mezclada con una solucién
de naranja de acridina hasta obtener una concentréinal de 1 %. Esta mezcla se incubd en
oscuridad durante 10 min y después de una perfecteogenizacion, se distribuyo en las dos
celdas de una cAmara de Neubauer (Figura 9).
Se contaron sucesivamente los glébulos rojos ttaléos EP utilizando alternadamente luz
blanca y luz UV respectivamente, en cada uno deite® cuadrados de la cuadricula central. El
valor promedio obtenido de esas cuadriculas septiedt por un indice (1% y por la dilucién
utilizada, para tener el valor final de cada cantaraher, 1977).
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Figura 9. Hematocitometria. A) Esquema de la camara de Neupdonde se observan las dos
celdas; B) Ampliaciéon de celda superior en la qaienarca con un circulo la cuadricula central
usada para el recuento de eritrocitos; C) Cuadricaeihtral. Campos 1, 2, 3, 4 y 5 seleccionados

para el recuento de eritrocitos parasitados.

6.2.4. Clonacion biologica.
La clonacién biolégican vitro se baso en la seleccion de un Unico eritrocitagii@do mediante
una dilucion limite (Vega y col., 1986). A partie dina concentracion conocida de EP/m
(método descripto en 6.2.3.2.), se realizaron dihes seriadas 1/10 hasta obtener una
concentracion final teérica de 1 EP por 1000 plsdlentos pl de esta suspension se
distribuyeron en 4 celdas de una placa de 96 (%@gd una), a las que se le agregaron 130 ul de
MC para alcanzar un volumen final de 180 ul en cadda, y mantener una columna liquida de
5 mm. Cada una de estas diluciones constituyé tentim de clonado. Los cultivos se incubaron
en una atmosfera con 5 % €6n aire a 37 °C y se mantuvieron durante 36 diascambios
diarios del MB y subcultivos del MC cada 96 horasmento en que se realizaron extendidos de
sangre y posterior tefiido con el colorante Giempaeg detectar las celdas con EP.
Se consideraron clonados los parasitos que salausigplicaron en uno de las 4 celdas de cada
set de diluciones. El procedimiento de clonacidaiahse repiti6 en dos ocasiones para obtener

clones terciarios. Los clones primarios, secundayiderciarios, se almacenaron a -196 °C. El
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nivel de patogenicidad de los clones primarios@#igno in vivo e in vitro antes de iniciar el
segundo proceso de clonacion.

Los periodos transcurridos hasta la deteccion dia cdoon deB. bigeminase compararon
mediante ANOVA y los valores promedios medianteest de Tukey con un 95 % de confianza.
La probabilidad de que sélo una de las 4 celdagbkelecibido un Unico EP se analizé mediante

el test de Poisson (Vega y col., 1986).

6.2.5. Caracterizacion fenotipica de los clones.
6.2.5.1. Eficiencia de los clones para multipkesein vitro.
Para determinar la eficiencia del crecimiemtovitro de los clones biolégicos se disefaron tres

experimentos y se utilizaron las cepas parentaeSZ®-i y BbiS1A-i como controles.

6.2.5.1.1. Experimento 1.
Se evalud la eficiencia de los clonesRlebigeminaBbi2Al, Bbi3Al, Bbi8P1 y Bbi9P1, para
multiplicarsein vitro durante 15 dias. Para ello se obtuvo el porced&afeP alcanzado por cada
clon al final de cada periodo de 48-72 h (subaijtiEsto permitio ademas establecer la dilucion
de EP necesaria para que cada clon inicie un npeviodo de multiplicacion con una
concentracion de parasitos de 0,1 % EP. El ensayeadizo por triplicado en placas de 24 celdas
y la parasitemia se establecié en extendidos tteatos tefidos segin Giemsa. Las tres réplicas

se realizaron simultaneamente en la misma placa.

6.2.5.1.2. Experimento 2.
Evaluacion de la eficiencia de crecimiento de loses en base a la dilucion fija 1:5 cada 48 h

(subcultivo). Para este ensayo también se utilizbr® clones mencionados en el Experimento 1.

6.2.5.1.3. Experimento 3.
Para evaluar la capacidad de un clon patégeno PBbi¥Y uno atenuado en su virulencia
(Bbi2A1) para persistir en el mismo medio de cuolten forma simultanea se prepararon dos
suspensiones de 10 % de eritrocitos parasitadoscada clon en MC (V/V) y con idéntica

parasitemia (1 %). Tres réplicas se distribuyemmeatellas de 25 chy se incubaron como se
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describié en el item 6.2.1. Los subcultivos seizaebn cada 48-72 h momento en el que se

redujo la parasitemia al 1 %. Se tomaron alicudéasada réplica para la extraccion de ADN.

6.2.5.2. Evaluacion de la patogenicidad de lo®gesin vivo.
Para confirmar el fenotipo atenuado o patdgenmsielbnes obtenidos, se inocularon novillos de
1 afio de edad y vacas adultas de raza Holando t#gelibres de hemoparésitos.
Se realizaron dos ensayos para evaluar clones nowsna terciarios, detallados en la Tabla 2.
Para ello, cada uno de los bovinos se inocul6 faoswbcutanea con una suspension d&EPOen
PBS. Se obtuvieron muestras de sangre con citeatodio al 5 % para la extraccion de ADN de
los clones inoculados. El citrato de sodio reengEzEDTA como anticoagulante debido a que
puede disminuir la concentracidon de magnesio atlizen la reaccion de PCR (Khosravinia y
Ramesha, 2007). Las muestras sin anticoagulantgasen para la extraccion de suero.
La reaccion clinica generada por la infeccion salugv a través de los pardmetros clinicos
registrados en los bovinos diariamente a partilialia post inoculacién. Para esto se midi6 la
temperatura rectal, se determind el periodo prafat@ediante frotis gruesos, la parasitemia a
partir de frotis finos y se determind el indice la¢merito a partir de sangre obtenida con EDTA
en forma diaria. La reaccion se controld durantelidS y posteriormente se obtuvieron muestras
de sangre cada 30 dias. Como controles de la é@aciinica se inocularon 1-3 animales con las
cepas parentales BbiS2P-i y BbiS1A-i, patdgenaguwsda respectivamente.
Los animales fueron tratados con 3 mg.kte diminazene (Ganas8gcuando se registré una
temperatura corporai4l °C durante tres dias consecutivos y/o un inéreatocrito<15 % y/o
hemoglobinuria y/o parasitemia >1 % para evitanleerte de algunos de ellos.
Para el analisis de la parasitemia se utilizé ab#tde puntuaciors¢ore, asignando valores a
los rangos de parasitemias observadas (Callow pdPei974). De esta manera se uso: 1-
parasitos observables solo en frotis grueso; 2- mpogos pardsitos; 5- pardsitos no muy
numerosos pero faciles de encontrar (1 en 300-600aitos); 10- 0,33 a 2 % de EP estimados y
15- mas de 2 % de EP. El descenso maximo del heritatee establecié como proporcion del
menor valor observado con respecto a la media eelatocrito obtenida de tres muestreos
previos a la inoculacion.
Para el analisis de los pardmetros se uso eldeSNEDVA y las medias obtenidas se compararon

con el test de Tukey y LSD con un porcentaje ddiaora del 95 % en el software Statistics 1.
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Tabla 2. Cepas y clones utilizados para la caracterizaadwivo de B. bigemina En el
experimento 1 se evaluaron los clones primarias § @xperimento 2, los clones terciarios.

Experimento In6culo Fenotipo Cepalclon Animales

Bbi8P Patdégeno Clon primario 2
Bbi9P Patégeno Clon primario
1 BbiS2P-i Patdégeno Parental
Bbi2A  Atenuado Clon primario
Bbi3A Atenuado Clon primario

Bbi8P1 Patdgeno Clon terciario
Bbi9P1 Patogeno Clon terciario
BbiS2P-i Patdégeno Parental
Bbi2A2 Atenuado Clon terciario
Bbi3A1 Atenuado Clon terciario
BbiS1A-i Atenuado Parental

BoW oW N W W N

6.2.6. Caracterizacion molecular de los clonesdbdgicos.
6.2.6.1. Aislamiento y purificacion de &cidos raleicos.
6.2.6.1.1. ADN genomico (ADNQ).
Para la extraccion de ADNg, se utilizo el métodosdom en el uso del
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Brevemente8Q0 ul de muestra, se le agregaron §0@e
soluciodn lisis de globulos rojos y se incub6 a @7durante 10 minutos. La mezcla se centrifugo
a 13000xg durante 10 min, se descart6 el sobrenadante gregaxon 100Ql de agua destilada.
Este procedimiento de lavado se realizé tres vémaso veces en muestras de sangre) hasta
obtener un sobrenadante transparente. Al sedinsente agregaron 40d de solucién de lisis
celular y 8ul de proteinasa K de una solucién de 20 mg/ml ttageer?) y se incub6 durante 2
horas a 58 °C en un termomixer (Eppentiorf
Posteriormente se agregaron 20@e NaCl 5M y 40Qul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
a cada muestra y se centrifugaron a 13g§@lurante 10 min. La fase superior transparente
(alcohol isoamilico) con el ADN, fue trasvasadadadiosamente a tubos de 1,5 ml a los que
previamente se les habia agregado dl0fle isopropanol. Esta solucién se agitdé suaventebte

veces y se centrifugo a 13.089 durante 10 min. El sobrenadante se eliming y dihsento se
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dejé secar durante 20 min. Se agregaron [@0f@e etanol 75 % y se centrifugd nuevamente
usando las mismas condiciones. Finalmente, se skggar completamente el ADN y se lo
resuspendié en agua libre de DNAsas y RNAsas. |Bgrar la homogeneizacién total del ADN
en el agua y la evaporacion del etanol remanesgenblestras se incubaron a 65 °C durante una

hora.

6.2.6.1.2. ADN plasmidico.
Se extrajo el ADN plasmidico a partir de 3 ml déticos deE. coli (descriptos en 6.2.6.3.2.)
mediante el kit comercidture Link Quick Plasmid Miniprep K{Qiagerf), basado en el método
de lisis alcalina/SDS. Este método explota lagélifeias en las propiedades de desnaturalizacion
entre el DNA plasmidico (pequefios circulos de DN&rados covalentemente) y el DNA
cromosomico (fragmentado). La alcalinizacion conOMNaen presencia de un detergente
fuertemente anidnico (SDS), provoca la lisis ceJudesnaturalizacion del DNA cromosomico

y de las proteinas, y la liberacion de los plassido

6.2.6.1.3. Analisis de la concentracion y caéid del ADN.
Se utiliz6 el método de espectrofotometria de almuarGallagher y col. (2008). La suspension
de ADN se diluy6 1/20, 1/50 y 1/200 y la absorbarsg ley6 en las longitudes de onda 260 nm
(A260) y 280 nm (A280). La concentracion de ADN [NPse calcul6 emg/ml de acuerdo a la

siguiente formula:
[ADN]=A260 x 50 ug/ml x factor de dilucion.

La calidad del ADN extraido se considerd Optimandaeel cociente entre las longitudes de onda
A260/A280 tuvo valores entre 1,6 y 2,0.

6.2.6.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La PCR fue realizada en un volumen final deubde una mezcla que contenia 1x buffer PCR
Invitroger (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI), 2,2 mM de K8, 0,008 mM de cada
oligonucleétido y 2,5 U de Taq polimerasa (Inviedd). El programa utilizado se adapté al

fragmento a amplificar y el programa béasico coitsidé un periodo inicial de desnaturalizacion
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del ADN a 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclo®98€C por 20 seg, 55-62 °C por 30 seg y 72
°C por 20-45 seg, finalmente se mantuvo a 72 °@nder5 min. Simultdneamente con cada
reaccion de PCR, se incorporé una muestra parargtot de contaminacion, a la que no se
adicion6 ADN, un control de ADN de bovino normakgntroles de ADNg d®. bovisy A.
marginale Las reacciones de amplificacion se realizarorureriermociclador GeneAmp PCR
System 9700 y se repitieron en un GeneAmp PCR ®By2490 (Perkin EImé&). Los productos

de PCR (amplicones) fueron conservados a 4 °C basitso.

6.2.6.2.1. Electroforesis para ADN.
Los amplicones se visualizaron mediante electreferen geles con 1,5 % de agarosa. La
agarosa en polvo se suspendi6 en buffer TAE 1k, lg sigrego 0,4g de bromuro de etidio por
ml de suspension. Para la distribucion en los gélesil de cada amplicon se diluyeron en 4 pl
de solucion de carga para ADN 3x. La corrida etdotética se realizé en cubas horizontales
(BioRad"), a un voltaje constante de 65 V, empleando lacg@mh TAE 1x. Los fragmentos
fueron observados mediante un transiluminador de yJ\u tamafio estimado mediante
marcadores de peso molecular de 100 pb y 250 pltréiger”) y BenchTop Marker
(Promeg8). Las bandas generadas por los fragmentos fueroumientadas mediante el sistema

de captura de imagenes G-box (Syn§ene

6.2.6.2.2. Purificacion de los productos de PCR
Los amplicones se purificaron mediante el kit carnaérQIlAquick PCR purification Kit
(Qiager?). Para la purificacién de productos de PCR a Ipdeigeles de agarosa se utilizé el
sistema comercial QIAquick Gel Extraction (QiaQjerdisefiado para extraer y purificar
fragmentos de ADN de 70 pb a 10 Kpb. Trozos decgal las bandas de ADN de interés se
extrajeron utilizando una hoja de bisturi, se stizdyon, y el ADN se adsorbio a una matriz de

silice en presencia de alta concentracion salinalrRente se lavo y eluyé en buffer TE.

6.2.6.3. Clonado molecular de productos de PCR.
6.2.6.3.1. Clonado en el vector.
La reaccion de ligacion se realizd en el ve@GEM T-easycon aproximadamente 25 ng de la

suspensién de amplicones purificados y 1U de T4 Diy#sa (Promedd en un volumen final
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de 10 pl. La reaccién molar inserto:vector fue deeh la solucién incluida en el kit comercial

del vector (Promeda. La reaccién se llevé a cabo a 4 °C durante 16 h.

6.2.6.3.2. Transformacion dé&. coli competentes y seleccion de
clones.
La transformacion de Ids. coli competentes se realizé mediante choque térmidizantio 3 pl
de los productos de ligacion correspondientesh&gjoe térmico se logro mediante la incubacion
de la suspension en hielo durante 20 min seguidla diecubacion a 42 °C durante 45 seg e
incubacion final en hielo durante 2 min. A conticida se afiadieron 600 ul de medio LB a la
suspension de células transformadas y se compbetdacincubacion a 37 °C durante 1 h en
agitacion. Finalmente las bacterias transformadasesnbraron en placas de LB agarizado
después del agregado de 100 pg/ml de ampicilingl 4 X-Gal (40 pg/ml) y 10 pl de IPTG
(1M). Las placas se incubaron a 37 °C durante b@dta la aparicion de colonias blancas y
azules. Las colonias azules fueron descartadasi@agyresponden a las células transformadas
con el vector que lleva el gen de flagalactosidasa funcional y por inducciéon con IPTG
produjeron la enzima capaz de hidrolizar al X-Gajenerar color azul. Las colonias blancas
fueron las seleccionadas porque fueron las céludasformadas que llevaban un gen de la
B-galactosidasa no funcional por insercion exitadgrdgmento de ADN. La seleccion de clones
transformantes de las bacterias que formaron @dorblancas, se realiz6 mediante la
amplificacion del gen insertado en el vector, usamia PCR como fue descrito previamente.
Las bacterias transformadas se identificaron mésiBECR y se multiplicarom vitro a 37 °C
durante 16 h. El medio de cultivo LB liquido setrlgiyé en tubos de polipropileno de 15 ml y
se inoculd con bacterias obtenidas de coloniassprisdadas de cultivos sélidos. La incubacion
se realizo a 37 °C durante 16 h con agitacion a@&0en un incubador-agitador orbital.
El almacenamiento de las cepasEdeoli durante largos periodos de tiempo, se realiz6 4G70
criopreservadas con glicerol al 15 % (V/V) (Ausupebl., 2008).

6.2.6.4. Secuenciacion.
Tanto los productos de PCR purificados como lostores clonados y purificados, fueron

remitidos al laboratorio de secuenciacion de laresg Macrogen (USA-Corea) y del Ibiotec -
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Servicio Interno de Genotipificacion y Secuenciacide ADN (SIGYSA), INTA-Castelar

(Buenos Aires).

6.2.6.5. Evaluacion de marcadores molecularesngaB. bigemina.
Los oligonucleétidos seleccionados para amplifieer secuencias usadas como marcadores
moleculares se describen en la Tabla 3. La ubicad& los mismos en el respectivo gen se
analizaron con respecto a la cepa de referencid9)@dicandose el nimero de acceso de

GenBank correspondiente. Los micro y mini-satélitid&zados se describen en la Tabla 4.
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la amplificaciGompleta o fragmentos de los genes

18S rARN, rap-1c, gP4plas secuencias ITS para la caracterizacidBatesia bigemina

Numero de
Gen Nombre Secuencia 57-3° acceso | Tn(°C) | Referencia
GenBank
18sF1 | TTTTGCTTTGCGACTCCTGGCGG 60 | Estatesi
18sR1 | CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT
185 18sF2 | ACCAATTGGAGGGCAAGTCT 59604 60 | Estatesi
18sR2 | TTGAAGCACAGGAGTCCCTCTA
PARN 18sF3 | TGCATGGCCGTTCTTAGTTGGT 60 | Estatesi
18sR3 | AGAGCACGCATCACATGACA
BigRaffor | CGAGGCCTTTTGGCGGCGTTTATTAG| X59604 62 | Estatesi
BigRafrev | ACAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC
ITSfor AGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG EF458232.1 57 | Estatesi
' ITSrev | ATGCTTAAATTCGGCGGATGGC
TGF1.0 | CTCGCTACGTTTTCTATCGC 58 Fisher vy
TGF10R | AGTTGATCGCGTGTCACCTGAT col., 2001
Gp45 AF298631.1 .
gp45for-1 | CTGCAAAGCAATGTAGCACCATC 58 | Estatesi
gp45rev-1 | GCTTTCGTCAAGAGTACTCAACCC
rap-1cforl | CTACGCTTGCCTCATTATCGCA AF026272.1 Esta tesis
Rap- rap-1crevl| ATGTACTGCCTGTAACCGTAGG 58
1 rap-1lcfor | AGAGTGAAAATGGCGAACTCGC Hilpertshau
rap-1lcrev | TTACGACGATCGTTTGAAGTAC sery col,,
2007

Th: temperatura de hibridacion




- 49 -

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacign andlisis de microsatélites y
minisatélites Utiles para la caracterizaciorBddesia bigemina

Contig Nombre Secuencia5” 3’ 7 (°C)

2737 2737for CACAGGCTTGCGTTCTTTGT

2737rev GCTCGCATTGCAGCAATAAC >8
4135 4135for CGCCAGTTCGTATTCAATCCGT

4135rev CCTTCTCCTTACGCTGCAGTT >
4179 4179for TTGTCGCCGATTCCATCAATGT

4179rev TGGACCTGTCTAGACCGTGAAA >8
4177 4177for CTGGATTTCCACGATTGTGCTC

417 7rev TTCAGAGGTAGGTCAGAGTCTG >

Th: temperatura de hibridacion

6.2.6.5.1. Ger18S rARN.
Para obtener la secuencia completa del gen seantifi los tres pares de oligonucledtidos
18sF1/18sR1; 18sF2/18sR2 y 18sF3/18sR3. Los @mgmiEntos amplificados poseen regiones en
Sus extremos cuyas secuencias se superponen fedaa se pudo analizar la totalidad del gen
18S rRNAde cada una de las cepas de referencia (Figyrd.d® productos amplificados con
los oligonucledtidos BiRaffor/BiRafrev a partir ties cepas de referencia y de 7 muestras de
ADN de bovinos infectados fueron clonados y secaeios.
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185 rRNA
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Figura 10. Esquema de los fragmentos del &% rARNde Babesia bigeminamplificados de

las cepas de referencia mediante los oligonuclesti@sF1/18sR1; 18sF2/18sR2 y 18sF3/18sR3
y BiRaffor/BiRafrev. Las flechas indican la oriecitan de los oligonucleétidos, y el nUmero de

cada extremo la posicion de los nucleétidos ingsiay finales de los fragmentos. El gen esta
representado por un rectangulo vacio y los fragosepbr rectangulos con barras. El fragmento

rojo se amplificd también de 7 aislamientos naagal

6.2.6.5.1.1. Diagnostico basado en el ge8S rARN.
Se desarrolld6 una PCR para la identificacion efipacde cepas de referencia y para la
identificacion de ADN dé&. bigeminaen muestras de sangre de bovinos con babesiosacly
de regiones donde la garrapRtamicropluses enzoodtica. Para ello se disefiaron oligonudesti
mediante el alineamientos de las secuencias del@®@mARNde diferentes especies Babesia
(B. bovis, B. microti, B. rodhaini, B. canis, B.iemtalis) disponibles en Genbank, lo que
permitio identificar las regiones conservadas yames del gen y disefiar los oligonucleotidos
BigRaffor/BigRafrev con los que se amplifico undgnaento de 642 pb (Tabla 3, Figura 10). La
especificidad de la PCR se evalu6 utilizando ADNa$ecepas d8. bigeminade referencia y
ADN de la cepa BboS2P d& bovis,la cepa Am2 dé&. marginaley de leucocitos de un bovino
normal. Para determinar la sensibilidad de la pausb realizaron diluciones seriadas en base 10
de una suspension de EP (1 %) obtenidos de cultiwdgo. De cada dilucion se tomaron 100
de eritrocitos y se extrajo ADN mediante el métatitallado en 6.2.6.1.1. Para evaluar la
especificidad de los oligonucleétidos, los fragmende ADN de 48 muestras de aislamientos

naturales se amplificaron mediante PCR y se se@renc
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6.2.6.5.1.2. Hibridacion en fase reversa (RLBH).
Esta técnica se implementd de acuerdo a las espetiines del fabricante. Las sondas incluidas
en la membrana se detallan en el Apéndice Il, ddmdgilizada pard. bigeminase denomino
sondaBhi Se realizd6 una PCR utilizando los oligonucle®@id®LB-F2/RLBR2 (5'-
GACACAGGGAGGTAGTGACAAG/5'Biotina-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT) y Ehr-
F/Ehr-R (5-GGAATTCAGAGTTGGATCMTGGYTCAG/5'Biotina-
CGGGATCCCGAGTTTG CCGGGACTTYTTCT) para amplificaslaecuencias especificas de
Babesia/Theileriay Ehrlichia/Anaplasmarespectivamente. Brevemente, (dl0del producto de
PCR se diluyeron con 150 2x SSPE/0,1 % SDS y se desnaturalizaron a 1@fuféhte 10 min.
La membrana se incubé a temperatura ambiente em+-28 SSPE/0,1 % SDS, se ubico en el
miniblotter y sobre ella se sembraron los produdibsdos. La hibridacion se realizé a 42 °C
durante 60 min en una superficie horizontal. Luesgoaspiré la suspension excedente y se saco
la membrana del blotter. La membrana se lavo dossveon 2x SSPE/0.5 % SDS en un bafio de
agua con agitacion, durante 10 min. Para la detedaial, la membrana se incubé con 10 ml 2x
SSPE/0.5 % SDS + 2,8 de conjugado streptavidina-peroxidasa (1,25U2%CGldurante 30 min.
Finalmente se realizaron lavados con 2x SSPE/0SD% a 42 °C durante 10 min con agitacion.
Se revelé mediante quimioluminiscencia en placapefifm (Amersharfl). Se evaluaron las
cepas de referencia BbiM1A, BbiS3-i, BbiM1P, Bbi9BG29, BbiS2P-i d8. bigeminay las
cepas BboS2P y BboR1A &e bovisy Am2 deA. marginale
El analisis de ADN de 30 muestras de sangre denbsvnfectados y 40 muestras de sangre de
bdfalos clinicamente normales, permitié calculacdacordancia de positivos y negativos con
respecto a PCR y ELISA. Se determiné el ind#eepa (K)y el error estdndar con un intervalo de
confianza de 95 % usando el software Medcalc.
El grado de acuerdo se categoriz6 sdge Cohen com&=0 no existe concordancigs0,4-0,5
concordancia moderadia0,5-0,6 concordancia aceptalife0,6-0,8 concordancia bueka 0,8

concordancia muy buenasy1 concordancia perfecta (Norman y Streiner, 2000)

6.2.6.5.2. Gemap-1c.
Después de la secuenciacion del gap-1c completo de las cepd@biS1A-i y BbiS2P-i, se
seleccion6 y amplificé por PCR un fragmento de A@N287 pb de 15 cepas de referencia y de

29 muestras de sangre de bovinos infectados naemé porB. bigemina Este fragmento,
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localizado en la region 3" carboxi-terminal del gs& amplific6 mediante los oligonucleétidos
rap-1cfor/rap-1crev. Los amplicones de las cepaB.deigeminade referencia y 13 de las 30
muestras de ADN de bovinos infectados (5 con babissiaguda) fueron clonados vy

secuenciados.

6.2.6.5.2.1. rt-PCR. Curvas de disociacion.
Después de la amplificacion de fragmentos de ADNatia una de las cepas Blebigeminay
las especies utilizadas como controles (Tabla tiljzando los oligonucleotidos rap-1cfor/rap-
lcrev y mediante rt-PCR, las cepas de referengenéinas se genotipificaron mediante HRM.
Para evaluar la eficiencia de la rt-PCR se realimb curva de estandares de las cepas BbiS1A-i y
BbiS2P-i, utilizando diluciones seriadas de ADNadela cepa por duplicado. Se calculoé a) un
valor umbral definido como el limite a partir delat los amplicones se incrementan en forma
exponencial, b) se registro el ciclo (CT) al cualasraviesa dicho umbralg) se construy6 una
curva de eficiencia en funcion de las concentrasote los estandareBambién se analizo el
coeficiente de variacion intra-ensayo. Para ellatdzaron 5 muestras de ADN de cada una de
los clones Bbi2A1 y Bbi9P1, y se calculd el proroedie la diferencia entre ellas. Se realizaron 9
réplicas sucesivas de este procedimiento paraaviauepetibilidad de los resultados obtenidos
mediante HRM.
Para la rt-PCR se utilizé la mezcla Real-gPCR (@maahnics) que contiene los reactivos
requeridos por la PCR cléasica a la que se le asici fluorocromo Eva Gre8nlLa prueba se
realiz6 en un Rotor-Gen-Q-6000 (QiafenEl programa consisti6 de una desnaturalizacién
inicial del ADN a 94 °C, 10 min, 40 ciclos de 94 2Q seg, hibridacion a 62 °C, 20 seg y
extension a 72 °C 30 seg, seguido de una extefisidha 72 °C 5 min. El andlisis de las
temperaturas de disociacion se realizé en un range 83 a 93 °C, con incrementos de 0,3 °C.
Las cepas Bbi2Al y Bbi9P1 se utilizaron como haptst referentes para caracterizar los
genotipos atenuadogA) y patdégenos gP), respectivamente. Los resultados obtenidos se

analizaron con el software del mismo equipo.

6.2.6.5.3. Gemgp-45.
Se analizé el gen completo de la proteina GP-4F(Main y col., 1991), caracterizada por la

heterogeneidad de los pesos moleculares obsereatiesdiferentes cepas Be bigeminaMas
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adelante, Fisher y col. (2001) lograron avanzaswercaracterizacion molecular, evidenciando
polimorfismos entre aislamientos de diferentes aegs. Ademas de los oligonucleétidos

descriptos por estos autores, se disefiaron atkb®cpara esta tesis (Figura 11).

ap45

8TGFL0 TGF10R +40
—_— ——

gp45 for gpiirev 55,
Q00 -—

Figura 11. Esquema del gegp45 completo deBabesia bigeminalLas flechas indican la

orientacion de los oligonucledtidos usados paraliiogy diferentes fragmentos mediante la

PCR y los numeros la ubicacion en el gen.

6.2.6.5.4. Espaciador transcripto internol{’S).
Se amplific6 mediante PCR las regiones ITS-1 e 2T&lyacentes a los genes ribosomaks
rARN, 5.8S rARNy 28S rARNEN la Figura 12 se detalla la ubicacion de losooligleotidos
disefladosad hoc Los productos amplificados a partir de las cedpaiS1A-i y BbiS2P-i y un

clon de cada una, fueron clonados y secuenciados.
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Figura 12. Esquema de los genes ribosomales y los ITBaleesia bigeminalLas flechas
indican la orientacion de los oligonucledtidos wsagara amplificar los ITS mediante la PCR.
Los genes 18S, 5,8S y 28S estan representadosmaradrado vacio, y se detalla el tamafio de
los ITS.
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6.2.6.5.5. Secuencias repetitivas.
Para definir las secuencias repetitivas garbigeminase utilizé el genoma completo sin anotar
de una cepa australiana, secuenciada en el InsBarnger. Estosontigsestan disponibles en el
URL: http://www.sanger.ac.uk/Projects/B _bigemina/

A partir de ellos se identificaron secuencias cepeticiones a traveés del softwafandem
Repeats Finded.00 (Benson, 1999). Este software permite filteablisqueda de secuencias
repetitivas a traves de los siguientes parametros:

- Pardmetros de alineamiento(Alignment parametejs Asume puntajes diferentes para los
pares equivalentesn@atch), diferentesrhismatch e inserciones/delecionesdel). Cuanto menor
sea el puntaje, el programa buscara secuencian&por cantidad de errores.

- Scorede minimo alineamiento(Minimun alignment score to report repgabcorecalculado

en la secuencia repetitiva para que sea reportada tal.

- Tamano deperiodo maximo (Maximun period size)Es el tamafio maximo de la secuencia
repetitiva reportada.

Los parametros utilizados para este trabajo fuektatcht 2 Mismatch 7 Indel: 7; Maximun
Score of Alignment to report reped0 y Maximun Period Size500. Para la eleccion de las
repeticiones se buscaron secuencias con mas geticienes y de tamafio tal que los amplicones
generados no superen los 400 pb. A partir de [aseseias se disefiaron oligonucled6tiddshoc

de las secuencias flanqueantes a las repeticidiadsa(4) y se evalud la especificidad de cada
uno de ellos en muestras de ADNRIebigeminaB. bovis A. marginaley muestras de ADN de
sangre de bovino libre dgabesiaspp. y/oAnaplasmaspp. Se denominaron mediante las siglas
MS y ms para mini- y microsatélites respectivamestguidas del nimero dm®ntig donde
fueron encontradas. Estas secuencias fueron asedizan geles de agarosa al 4 %. Para
determinar la presencia de una Unica copia de o m microsatélites en el genoma 8e
bigemina se clonaron secuencias obtenidas de los clor@éghuios Bbi3Al y Bbi8P1. Se
secuenciaron todas las cepas de referencia y 2ktrasiede aislamientos de infecciones

naturales.

6.2.6.6. Analisis de secuencias de ADN.
La edicion y los alineamientos multiples de todss decuencias se realizaron con el programa
BioEdit® (Hall, 1999). Se definieron haplotipos para laidaghipervariablel8S rARNde las
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diferentes muestras de cepas de referencia y agsiton. Estos haplotipos fueron analizados
mediante matrices binarias, de presencia (1) ynaiesd€0). Para determinar el agrupamiento
entre ellos, se utilizd el método UPGMA (Sokal ye&h, 1963), utilizando el coeficiente de
Jaccard (Jaccard, 1908). Finalmente, se visuafizarediante un dendograma, con el software
NTSys version 2.01 e (Rohlf, 1997).

Para poder identificar las diferentes regiones gkl 18S rARN(en particular las regiones
variables y conservadas), se predijo la estrucacandaria del gen a partir de la base de datos

ribosomal Europeah(tp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/rRNASsSs Esta secuencia se

visualizé y terminé de disefiar manualmente corofthare Rnaviz 4% (de Rijk y de Wachter,
1997). La region hipervariable V4 se disefi6 de atmua Wuyts, y col. (2000).

Para analizar las secuencias obtenidas del fragnm&niderap-1c se utilizé el método de
distancia Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) naede el software Mega 4.0.1 (Tamura y col.,
2007). El modelo utilizado fue el de Kimura-2-paghros, eliminando las inserciones y
deleciones ocurridas paralelamente en las secgeritste modelo es una extension del modelo
basico de Jukes-Cantor y asume que la proporcidosdauatro nucleétidos es igual y que la tasa
de transiciones es distinta a la de transversifitiesura, 1980). El soporte estadistico del arbol
filogenético fue evaluado a través de un analisisabtstrapcon 1000 repeticiones.

En muestras de animales infectados naturalmenteBcdoigemina(portadores cronicos) se
determindé la presencia de mas de un haplotip@plelc, mientras que las muestras de animales
clinicos, presentaban un solo haplotipo caraciesigPara evaluar la relacion entre el numero de
haplotipos y la ocurrencia de la enfermedad de &oaguda, se obtuvieron clones moleculares de
13 de ellas. Las secuenciasrdp-1cobtenidas de estos clones se analizaron mediattstale
Andlisis de varianza molecular (del inglés AMOV A&Xx¢offier y col., 1992), donde se calculo el
indice de fijacion Es) utilizando el software Arlequfn(Excoffier y col., 2005) con un test de
significancia de 1000 permutaciones. El indiceigeibn indica la variacion de las frecuencias
alélicas entre las muestras y por lo tanto, laelifeia genética entre ellas.

Para analizar las secuencias obtenidas deygetbse utilizé el método de distancia Neighbor-
joining, de acuerdo a las caracteristicas deserjmaa el gerap-1c

Finalmente, los haplotipos obtenidos para las sexa® repetitivas de las diferentes muestras de
cepas de referencia y aislamientos, fueron anag&atediante matrices binarias, de presencia (1)
y ausencia (0) con el método UPGMA, al igual quetitizado para los haplotipos d8s ARN
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6.2.7. Prueba inmunoenzimética en fase solida (ELAS.
Para cuantificar la proporcion de anticuerpos @B bigeminaen muestras de suero de
bovinos, se utilizé un ELISA indirecto basado etigenos nativos purificados. Se sensibilizaron
placas de 96 celdas con fondo plano (COSTAR-3586n extracto proteico de merozoitosRie
bigeminaBbiS1A-i purificados, diluidos 1:100 en soluciér0®,M carbonato/bicarbonato (pH
9,6). Las placas se incubaron a 37 °C durante 1ah2§ °C durante 35 min en solucion de
bloqueo (20 % leche descremada, 0,05 M carbonessfimnato, pH 9,6). Luego de cuatro
lavados con solucion de lavado (PBS-T), las plasasicubaron a 28 °C durante 30 min en
agitacion con los anticuerpos primarios diluidossetucion PBS/0,075 M EDTA/EGTA (pH
6,3). Transcurrido ese periodo de incubacion, séizeeon nuevamente cuatro lavados para
eliminar los anticuerpos libres y evitar reacciomespecificas. Posteriormente las placas fueron
incubadas con los anticuerpos secundarios diluadosolucion PBS-T, a 28 °C durante 40 min,
en agitacion. Después de 4 nuevos lavados paranafinos anticuerpos secundarios libres, se
agregaron a cada pocillo 100 pl de una solucion €00, y 0,04M de ABTS como
sustrato/cromédgeno y se incubaron en agitaciontaotesdurante 5 min. Finalmente se obtuvo la
densidad Optica de cada reaccién mediante un esfmétmetro para microplacas preparado para
emitir 405 nm (Labsystem Multiskdh Los resultados se expresaron en porcentajes de
positividad respecto de un suero control positivdi-B. bigeminay un suero negativo de
referencia internacional. Valores35 % de positividad se consideraron pertenecientssvinos

con antecedentes de babesiosis.
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7. RESULTADOS.

7.1. Clonacion bioldgica.
7.1.1. Obtencion de clones biolégicos.

La técnica microscopica para contar protozoaritraéelulares tefiidos con naranja de acridina,
permitid establecer en forma repetible la concerdrade EP por ml de cada suspension, asi
pudieron prepararse las diluciones limite usades @iatener los clones biolégicos. Este método
de recuento fue evaluado por dos técnicos de lalarajuienes realizaron idénticas diluciones a
partir de la misma suspension y completaron 5 i@pees.
Se obtuvieron 7 clones terciarios (Bbi8P1, Bbi8B2i8P3, Bbi8P4, Bbi9P1, Bbi9P2 y BbioP3)
a partir de 2 clones secundarios derivados de pa pgarental BbiS2P-i. SimultAdneamente se
obtuvieron 5 clones terciarios (Bbi2Al, Bbi2A2, BAB, Bbi3Al, Bbi3A2) a partir de 2 clones
secundarios derivados a su vez de la cepa paBilA-i. La secuencia de clones obtenidos se
muestran en la Figura 13. Para lograr estos clsmesalizaron 160 procedimientos de clonado a
partir de las dos cepas de referencia menciondasempo transcurrido para identificar la
presencia de los clones terciarios varié entre28 gias (media 17 dias) para los derivados de la
cepa patdgena y entre 21 y 27 dias (media 24) Iparaerivados de la cepa atenuada. La
diferencia entre ambos periodos promedio no fuedédtcamente significativa (P>0,05).
La probabilidad de Poisson de obtener un clon ludgalos repeticiones de clonado (clones
secundarios y terciarios) fue del 97 % para la &p&2P-i y de 98 % para la cepa BbiS1A-i.
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Figura 13. Secuencia de clones primarios, secundarios yat@ssiobtenidos a partir de las cepas
de B. bigeminaBbiS2P-i y BbiS1A-i. El dvalo rojo correspondeas kcepas parentales, el azul a
clones primarios, el verde a clones secundaridgranja a clones terciarios. El nimero de dias
transcurridos hasta la primera deteccién de umoeitd parasitado se agreg6 en rojo junto al

nombre del clon respectivo. nd: no determinado.
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7.2. Caracterizacion de los clones por su fenotifpe patogenicidad.

7.2.1.In vitro.
La evaluacion de la parasitemia maxima promedi@ralada por los clones patdégenos y
atenuados primarios en tres réplicas de cultivagirmoosin vitro, al final de cada uno de los
cuatro periodos de 72 horas (subcultivos), fue,8@®y 1,74 % respectivamente (p<0,05). Para
confirmar in vivo el fenotipo de los clones primarios (7.2.2.) skec@onaron aquellos que
requirieron los periodos mas prolongados para sacdén (patdgenos Bbi8P y Bbi9P o
atenuados Bbi2A y Bbi3A).
No se observaron parasitemias promedio signifiaatente diferentes entre los clones terciarios
provenientes de la misma cepa parental. Para frmacionin vivo del fenotipo expresado por
los clones terciarios (7.2.2.) se siguié el mismitego de seleccion descripto en el parrafo
anterior (patégenos Bbi8P1 y Bbi9P1 o atenuado2/A&by Bbi3Al).

Los resultados del Experimento 3 se muestran eh.7.3

7.2.2.In vivo.
Todos los bovinos inoculados con clones primariogerciarios, presentaron un periodo
prepatente promedio de 5 dias post inoculacién.
Los bovinos inoculados con los clones primarios8BbiBbi9P y su cepa parental BbiS2P-i
patdgena, mostraron parasitemias mas elevadas gnole un mayoscore (p<0,05) que los
inoculados con los clones Bbi2A y Bbi3A, derivadds la cepa no-patogergbiS1A-i. La
temperatura media acumulada y la media del desce@somo del hematocrito no fueron
significativamente diferentes entre los bovinosirados con los clones patdégenos y atenuados.
La excepcion fue la de los clones Bbi3A y Bbi8P questraron diferencias significativas en el
descenso maximo del hematocrito. Los bovinos ireatng con los clones primarios Bbi8P y
Bbi9P requirieron tratamiento especifico para evilamuerte por anemia, mientras que los
animales inoculados con la cepa parental BbiS2ipersron la etapa aguda sin tratamiento

alguno (Tabla 5).
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Tabla 5. Parametros clinicos obtenidos de bovinos Holandgertino inoculados con clones

primarios patdégenos y no patogenoBdbesia bigemingj la cepa parental BbiS2P-i.

. Temperatura % depresion o
Bovinos L Parasitemia .
Cepa/ inoculados acumulada  maxima del media Bovinos
Clon ") >39,5°C hematocrito Score tratados
Media Media

BbisP 2 1,7+12 470+7,1 7,3+4.8 2/2

BbioP 2 1,4+138 37,5+6,4" 7,3+4.86 2/2
BbiS2P-i 2 24+0% 35085 12 +3.5 0/2

Bbi2A 2 0,0+0,0 29,5+ 48" 2+0.0 0/2

Bbi3A 2 0,3+0,2 24,5 +10,8 1+0.0 0/2

*: Las valores con letras superindice diferentesagta columna, tienen diferencias significativas

(p <0,05);

Los bovinos inoculados con los clones

terciariogdgeenos (Bbi8P1 y Bbi9P1) tuvieron un

mayor descenso del hematocrito e incremento deadasftemia que el sufrido por los clones
atenuados (Bbi2Al y Bbi3Al) y su cepa parental BBi$ (p<0,05). La media de la temperatura

corporal acumulada sobre 39,5 °C y la media detateo maximo del hematocrito fueron

mayores en los clones patégenos que en su cepatgdpe<0,05). Solo escorede parasitemia

coincidio totalmente para ambos fenotipos de cémla @ cepa parental. Los bovinos inoculados

con el clon patégeno Bbi8P1 al igual

gue los inados con cepas/clones atenuados no

requirieron tratamiento quimioterapico. Tampocourggron tratamiento uno de los bovinos

inoculados con el clon Bbi9P1 y uno de

los inocotadon la cepa BbiS2P-i. El clon atenuado

Bbi3Al, generd una reaccion mas benigna que laogama por su cepa parental (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros clinicos obtenidos de bovinos Holandgertino inoculados con clones

terciarios deBabesia bigeming sus cepas parentales.

. Temperatura . o
Bovinos % depresion Parasitemia .
. acumulada L Bovinos
Cepa/Clon inoculados maxima del score
>39,5°C : : tratados
(n) : hematocrito Media
Media
Bbi8P1 3 1,0+10 35,7+8,4 10,0 +0,8 0/3
BbioP1 3 3,0+28 36,3+3,8 10,0 £0,8 2/3
BbiS2P-i 2 0,602 335+02 75+0.0 1/2
Bbi2A2 3 1,0+1,0 27,3+38  1,3%0,2 0/3
Bbi3A1 3 0,03+041  24,0+98 2+0.0 0/3
BbiS1A-i 1 0,9¢ 31,0° 2 +0.0° 0/1
*: Las valores con letras superindice diferemte cada columna, tienen diferencias significativa
(p <0,05);

"¢ no corresponde.

Basados en los signos clinicos de los animalesiiades, los clones terciarios derivados de la
cepa atenuada mantuvieron el mismo fenotipo degpatoidad que su cepa parental, mientras
gue los derivados de la cepa patégena (Bbi8P1 9M)j mostraron variaciones en su virulencia
en los bovinos inoculados. Los dos animales inamdaon la cepa patdgena parental BbiS2P-i

también mostraron reacciones clinicas diferentes.

7.3. Caracterizacion molecular.
7.3.1. Gen18S rARN.
7.3.1.1. Diagnostico.
7.3.1.1.1. PCR. Sensibilidad.
Los oligonucleodtidos disefiados para amplificaresl 18S rARN permitieron la identificacion y
cuantificacion inequivoca a partir de la cepa BBi$Ie B. bigemina.La técnica permitid

detectar una dilucién de hasta 1X1(Figura 14).



Figura 14. Amplificacion del geril8S rARNde la cepa BbiS1A-i dBabesia bigeminanediante
PCR a partir de suspensiones con diferentes pajesntle eritrocitos parasitados. Columna
(Col.) 1: 7 %: Col. 2: 1 %; Col. 3: I®%; Col. 4: 10 %; Col. 5: 10 %; Col. 6: 10 %; Col. 7:
10° %; Col. 8: 10 %; Col. 9: 10 %; Col. 10: 10 %; Col. 11: BboS2P-i; Col. 12: DNA de
bovino normal; Col. 13: control de reactivos y Cbil: Marcador de peso molecular 100 pb

(Invitrogert). Gel: agarosa al 1,5 %.

7.3.1.1.2. RLBH.

Todas las secuencias amplificadas de las diferepsfess dé&abesiaevaluadas hibridaron con la
sonda comun a los génerdkeileria y Babesia(ProtozoariosApicomplex@y no reaccionaron
con la sonda comunghrlichia/AnaplasmgBacterias). Después de reiterados intentos glgasc
de B. bigeminaBbi9P1, BbiS2P-i, BbiS1A-i, BbiS2A-i, BbiM1A no plieron ser detectadas,
mientras que las cepas JG-29, BbiS3-i y BbiM1P gena una sefial positiva especifica dara
bigemina Las cepas control BboS2P-i y BboR1A-i sélo hiar@h con las sondas especificas
paraB. bovis(Figura 15). Debido a la falta de hibridacion de productos de PCR especificos
paraB. bigeminacon las sondas presentes en el kit comercial d8HRIno se utiliz6 como

marcador molecular intraespecie.



-63 -

123 4567 89
SEEEns" 88

AW

D

E -
F -e

Figura 15. Membrana marcada con sondas de ADN (IsBpasada para la prueba de RLBH. A-
F: filas correspondientes a las sondas unidasreefabrana (A) T/B catch all; (B3. felis (C) B.
divergens (D) B. microti (E) B. bigeminay (F) B. bovis 1-9: columnas con los amplicones de
cada cepa dB. bigeminau organismo control: (1) Bbi9P1; (2) BbiS3-i; B3-29; (4) BbiM1P;
(5) BbiM1A; (6) Am2 (control); (7) BboS2P-i (controlf8) BboR1A-i (control); (9) Control de

reactivos.

7.3.1.1.3. Comparacion de PCR con ELISA.
La presencia dB. bigeminaen bovinos de areas endémicas fue detectadagpdosapruebas de
diagnostico evaluadas. La proporcion de muestrasatgre de bovinos infectados cBn
bigeminafue del 83 % por PCR y la proporcién de positia<€ELISA fue de 90 %. No se
detectaron bufalos positivosBa bigeminapor ninguna de las dos pruebas. Sin embargo, si se
detectaron animales positivosBa bovis.Las pruebas de PCR y ELISA mostraron un indice
categorizado como muy bueno. Los valores de conoeid e indic&appaencontrados entre las

pruebas se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores de concordancia (%) e indik&ppa obtenido entre las pruebas de PCR y
ELISA en 70 muestras de sangre obtenidas de boyir®9) y bufalos (n=40) de areas donde la
babesiosis es endémica.
Concordancia
Pruebas (%) Kappa Error Standard
PCR/ELISA 91 0.817 0.072
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7.3.1.2. Secuenciacion del ga8S rARN.
La secuencia completa del g&8S rARNde 10 cepas dB. bigeminaargentinas y 5 cepas
extranjeras analizadas, fue de 1693 pb. Se detectautaciones en relacion a la secuencia del
clon de referencia JG-29 obtenida de GenBank (Aipénd). Ademas, en algunas cepas, se
encontr6 mas de una secuencia del 88 rARN En las cepas argentinas se encontraron ocho
sitios polimorficos, cinco de ellos (618, 619, 6823, 643) localizados en la hélice E23-1 de la
region hipervariable V4 del gei8S rARN Esta region fue identificada con las sondas éspes
gue hibridan secuencias determinadas del ADNB.d#gemingpresentes en el kit de RLBH. El
analisis de la regién polimoérfica de cada cepa ditgdla utilizando los oligonucleétidos
BiRafF/BiRafR permiti6 identificar 9 haplotipos &e bigeminaTabla 8).

Tabla 8. Haplotipos determinados por los sitios polimorgiqm=9) identificados en la hélice
E23-1 del gerll8S rARNde 10 cepas dBabesia bigeminargentina y 5 extranjera$)( Las
letras rojas representan los nucleétidos polimasfigsitios 618, 619, 621, 623 y 643) y las letras
azules representan a los nucleétidos conservatibspiotipo del clon JG-29 fue utilizado como

referente Los haplotipos de cada cepa estan representadd®)co
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Ran ! * (o)) *
— < (&) - * o
2 ~ > || e s
oy CQ i: <l: ; =
1] < n ] D~ (e ] [=)) (=] ! N o o) ° it o) 3 3
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2|Cc c ¢ T T T T G T T ..G X
3|]1c Cc Cc T C G T T T T ... TIx X X X X X X X X X X
4|C C C T GG T T T T T x x x  X X X X

51 ¢ C T T G T T T T . T X X X
6|C C C T C T T T T T . T X X
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El haplotipo que caracteriz6 al clon JG-29, fuentdieado en las cepas Bbilvc, BbilMo (Israel),
BbiS3-i, BbiS3, BbiM1P y BbiM2P (argentinas). Estesmo haplotipo fue detectado por la
sonda del RLBH usado en este trabajo.

La cepa BbiS2P, multiplicada en terneros mostrotagdotipos mas que su derivada BbiS2P-i
multiplicadain vitro, mientras que los dos haplotipos observados 8hila2P-i se mantuvieron
en sus clones biolégicos derivados. La cepa Bbighabiéen incluyé un haplotipo mas que su
derivada cultivadan vitro BbiS1A-i. Los haplotipos de esta Ultima se mardrom a su vez en

los clones bioldgicos derivados (Tabla 9).

Tabla 9. Secuencia de la reduccién de haplotipos obsesvenive las cepas originales obtenidas

de terneros y sus derivadas multiplicadas y clanddalégicamenten vitro para el gerl8S

rARN

Cepa/clon Haplotipos

BbiS2P H3 H4 H5 H7
BbiS2P-i H3 H7
BbioP1 H3 H7
BbiS1A H3 H4 H6
BbiS1A-i H3 H4

Bbi2Al H3 H4

La cepa BbiM1P mostré tres haplotipos, dos de esnantuvieron en su derivada BbiM1A.
Las cepas atenuadas BbiS1A y BbiM1A presentarorpatndon genético idéntico. La cepa
BbiM2P mostro el mayor nimero de haplotipos, 5 [@&). Con esta informacion se construyo

un dendograma (Figura 16) utilizanBobovis(BboR1A) commutgroup
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Figura 16. Dendograma basado en la matriz binaria obtenidasibaplotipos observados en la
hélice E23-1 del geth8S rARNsecuenciado de las cepasBibesia bigeminae referencia. El
dendograma fue realizado mediante UPGMA en el soéWTSys 2.01 e, con BboR1A-i como

outgroup Los clones provenientes de BbiS1A-i y BbiS2P-estan incluidos.

El dendograma muestra tres clados principales itoidsts por a) las cepas australianas (BbiAvc,
BbiAH19) el grupo més alejado, b) las cepas iseadlBbilvc, BbilMo) y el clon JG-29 y c) las
cepas argentinas. Dentro de este ultimo clado dépasccon fenotipo atenuado se agruparon
separadas del clado que contiene las cepas y dbaviégicos con fenotipo patégeno.

El polimorfismo genético se evidencié también endacuencias obtenidas de muestras de sangre
de bovinos infectados naturalmente &rbigeminanativos de las diferentes regiorf&abla 10).

En estos se identificaron los siete haplotiposniifis en las cepas argentinas de referencia

(Tabla 8) y un haplotipo (H10), no identificadolas cepas de referencia.
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Tabla 10. Haplotipos determinados por los sitios polimoérfiddentificados en la hélice E23-1

del gen18S rARNen 9 bovinos infectados naturalmente. Las letrgasrrepresentan los

nucleédtidos polimorficos (sitios 618, 619, 621, 62%43) y las letras azules los nucledtidos
conservados. Las muestras estan clasificadas dwdaca la region analizada (NEA, NOA),

mientras que las muestras obtenidas de animalemadgs se identifican como post-vacunal
(PV).

o @
S (8l s>
Pz ZZ o
é L. T T T
] — 220208253 3/2225|3:¢
FlZ 22228383 gl888888388288|282 882 s g
ljcccTTTTGTT .. T X X X X X X X
2]c cCcC TTTTGTT .. G
3]cccTCGTTTT..T X X X X X X x x|x x x x| x
4|J]c CCTGGTTTT .. TEXx X X X X
5lcccTTGTTTT..T X
e6jc cctTCcTTTTT..T X X X
7c ccTCTTTTC C.T X X X X X
gJjc ccTcCcTTTTTC. G X X X[x X | X
9]c CcC C TTGTTTT.. C
Qjc ccTccTTTT..C X

El haplotipo 3 fue el de mayor distribucion y sea@mtro en las diferentes muestras del NOA y en
una muestra de un animal del NEA con signos clinde babesiosis. El haplotipo 10 solo se
identificé en la muestra NOA19. Los haplotipos ® yaracteristicos de las cepas israelies y
australianas no se encontraron en las muestrasod@ob analizadas. Las dos muestras

postvacunales analizadas concuerdan con los hagdatibservados en la cepa vacunal BbiS1A-i.

7.3.1.3. Estructura secundaria.
Se grafico la estructura secundaria del 88 rARNy se identificaron los nucledétidos variables
(Figura 17). Basados en el mapa de variabilidadyeelhomologo d8accharomyces cerevisiae,
se dedujo que los nucledtidos polimorficos que pexron definir los haplotipos estaban
ubicados en la hélice E23-1 de la region hiperiéeig4.
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Figura 17. Estructura secundaria del g&BS rARNdel clon JG-29 ddabesia bigeminaSe
remarcan las regiones variables (V1-V9) del geasyhélices E10-1 y E23-n. Los nucleoétidos

polimorficos se identificaron con color rojo.

7.3.2. Gemrap-1c

7.3.2.1rap-1c
Las secuencias del gen completp-1cde las cepas BbiS1A-i y BbiS2P-i tuvieron un tamdé

1533 pb, y presentaron 4 mutaciones puntuales eli® Al compararlas con la secuencia del
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clon JG-29 se observaron 16 sitios polimérficosgédtice 11). Los clones bioldgicos presentaron
una secuencia idéntica a la de sus respectivas papantales.

Nueve de los 16 sitios polimorficos se encontraorel extremo 3° carboxi-terminal, por tanto,
esta region de 283 pb fue la utilizada para compa@as y clones bioldgicos.

La clonacién molecular permitié identificar mulesl haplotipos en las cepas. En la cepa BbiS2P
se encontro la mayor cantidad de haplotipos, demexios hl, h16, h18 y h19. El h16 fue el
utilizado para realizar los alineamientos por demés frecuente y fue el Unico encontrado en
BbiS2P-i. La cepa BbiS1A presento los h20 y h2gj{fa 18), de los cuales h20 fue identificado
en 6 de los 8 clones moleculares obtenidos. Laasc8&biS3 y BbiS3-i mostraron un dnico
haplotipo diferente (Apéndice II).

Para el alineamiento de las secuencagslcde las cepas d8. bigeminade diferentes origenes
(Apéndice 1) se utilizo el haplotipo mas abundati¢éecada cepa. El analisis de distancia indico
el mayor porcentaje de variacion (6,6 %) entredagsas Bbilvc (Israel) respecto de la cepa
BbiS2A-i.
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Figura 18. Alineamiento de los haplotipos de las secuenahgxtremo 3” del gerap-1cde las
cepas BbiS2P-i y BbiS1A-i d@abesia bigemina.os haplotipos hl, h16, h18 y h19 caracterizan
la cepa BbiS2P y los haplotipos h20 y h21 |la celp&BA.

Utilizando las secuencias del gap-1c de las cepas de referencia argentinas y extrangsra

construyo un arbol filogenético basado en el métteldistancia Neighbor-joining (Figura 19).
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Figura 19. Arbol filogenético basado en la secuencia deleewtr 3" del gemap-1cde las cepas
de Babesia bigeminade referencia. El arbol fue obtenido mediante étotio de distancia
Neighbor-joining, utilizando el modelo Kimura-2 paretros. Los valores obtenidos en el analisis

debootstrapse detallan en las ramas.

El andlisis filogenético muestra que, a excepciéad cepas vacunales Bbilvc y BbilMo, todas
las cepas atenuadas se agruparon en el mismo oléltras que las patdgenas se dividieron en
dos grupos. En el primero se agruparon las cepdd1Bby BbiM2P de Mercedes, Corrientes,
las cepas BbiS3, BbiS3-i de Salta y la cepa BbitMolsrael. En el segundo, se agruparon las
cepas BbiS2P-i, BbiS2P de Salta y la cepa BbiAHd Aaistralia.

7.3.2.2rap-1c Andlisis de disociacion de alta resolucion (HRM).
7.3.2.2.1. Eficiencia de la rt-PCR.
Las curvas de estandares obtenidas después delification mediante rt-PCR con diferentes
concentraciones de EP por la cdlaS2P-i, mostré una eficiencia de 0,94; con urovale
R?=0,99 (Figura 20). La rt-PCR se realiz6 en sélei8®s, debido a que a partir de alli comenzé

a amplificar inespecificamente el control de reasti
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Figura 20. rt-PCR de la cepa BbiS2P-i dgabesia bigeminaA. Curvas de fluorescencia
normalizadas para las muestras de diluciones serieghlizadas a partir del la suspension de
eritrocitos parasitados por la cepa BbiS2P-i erciimde los ciclos de amplificacién. La linea
roja horizontal indica el limite utilizado paradarva estdndaB. Curva estandar de ciclo umbral
(CT) en funcién de la concentracién obtenida medi@h software del Qiagen Rotor 660Ge

detallan los valores de la regresién (Eficiencig@4@ R=0,99).

7.3.2.2.2. Curvas de disociacion.
El analisis de las temperaturas de disociacionA@ amplificado, se realiz6 en un rango de
temperatura de 83 a 93 °C, con incrementos de @,FES8te rango se establecié porque a
temperaturas menores a 83 °C se observaron reasdimspecificas. Las curvas de disociacion
obtenidas mediante rt-PCR-HRM del gap-1c se muestran en la Figura 21 para los haplotipos
de referencia del clon JG-29 y los clones bioldgiBbi2Al y Bbi9P1.
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Figura 21. Curvas de disociacion obtenidas para los clone2Aby Bbi9P1 deBabesia
bigemina La curva se obtuvo con la primera derivada ddéluarescencia en funcion de la
temperatura (dF/dT), en un rango de 83-93 °C. Lawas de color azul, rojo y verde

corresponden a los clones Bbi2A1, Bbi9P1 y JG-2peetivamente.

Este analisis permitié también identificar dos dgros @). El gA incluyd las cepas con fenotipo
atenuado y &P aquellas con fenotipo patégeno (Tabla 11). La difeia entre ejAy el gP fue
de 0,32+0,07 y entrgP y el genotipo de referencia JG-29 fue de 0,37+0,@86cepa BbiS2A-i
fue la Unica defA que contenia un nucleétido mutado, mientras quel @R las cepas BbiS2P-i

y BbiS2P presentaron dos mutaciones puntuales.
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Tabla 11. Genotipificacion deBabesia bigeminanediante rt-PCR-HRM del gemap-1¢ segun
su fenotipo atenuadgA) o patdégendgP).
Cepa Fenotipo Genotipo% confianza

BbiS1A-i atenuad gA 94,7:
BbiS1A  atenuad oA 77,31
BbiM1A  atenuad oA 10C

BbiS2A  atenuao oA 78,51
BbiSZ-i ND gP 10C

BbiS: ND gP 89,4¢
BbiS2F-i patégen gP 90,7¢
BbiS2F patégen gP 70,3¢
BbiM1P  patégen gP 74,3¢
BbiM2P  patégen gP 99,5¢

BboS2I-i patogen -- -

ND: no determinado; patdégeno putativo.

7.3.2.3rap-1c.ADN de B. bigeminade bovinos infectados naturalmente.
El genrap-1cfue amplificado y secuenciado clonado a partit8lenuestras de ADN de bovinos
infectados naturalmente (provenientes de 7 rod&ss)encontraron animales portadoresBde
bigeminacon multiples haplotipos dap-1c (Tabla 12). No pudieron analizarse las muestras de
bovinos utilizando la técnica de HRM, debido a latiplicidad de haplotipos encontrados en las

mismas.
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Tabla 12. Namero de haplotipos del geap-1c encontrados en muestras obtenidas de animales
infectados naturalmente cdBabesia bigeminaagrupadas de acuerdo a las regiones NOA
(Noroeste) o NEA (Noreste) argentinos, de dondegegrian. Las muestras obtenidas de animales
con signos clinicos de babesiosis se identificamnc. El nUmero agregado a las siglas de cada

region identifica al bovino muestreado en la misma.

Haplotipos
Rodeo | Muestras| diferentes/Haplotipos
totales

NOA1l 3/6

! NOA16 4/11

2 NOA15 2/8
NOA18 5/8

3 NOA19 2/9
NOA20 2/5

4 NOAZ 3/14
NOA4c 3/6

5 NOA5c 6/11
NOA6c 3/5
NEAlc 1/12

° NEAS5c 1/7

7 NEAllc 1/8

Los haplotipos identificados se denominatomcon n=1-22. En la tabla 13 se muestran los
haplotipos caracterizados en las cepas de refarangentinas y los observados en las muestras
obtenidas de bovinos infectados naturalmente.
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Tabla 13, Haplotipos (h1 al h13 y h16 al h22) encontradokae cepas de referencia argentinas y
en las muestras descriptas en la Tabla 12. Enldascbrrespondientes a las cepas de referencia
se aclara con una x los haplotipos encontradogitrageque en las muestras, se aclaré el nimero
de clones encontrados del total de clones analizado

Cepa =
o ezeerpezdiaiEiag8EaR

BbiS1A-i X

BbiS1A X X

BbiM1A X X

BbiS2A X

BbiS2P-i X

BbiS2P  x X X X

BbiS3-i X

BbiS3 X

BbiM1P X

BbiM2P X

NOA1 1 1 4 6

NOA16 4 2 4 1 11

NOA15 1 7 8

NOA18 1 2 1 2 2 8

NOA19 2 7 9

NOAZ20 1 4 5

NOA3c 2 3 9 14

NOA4c 1 1 4 6

NOA5c 5 1 1 1 1 2 11

NOAG6cC 1 3 1 5

NEAlc 12 12

NEA5c 7 7

NEAllc 8 8

Frecuencia 7 6 1 2 1 5 1 1 4 5 2 1 48 23 2
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Los haplotipos encontrados en las cepas atenuadasfetencia no fueron observados en las
muestras de bovinos infectados naturalmente. Lpasc8biS3, BbiS3, BbiM1P y BbiM2P
muestran el haplotipo que caracteriza a la maydealas muestras obtenidas de bovinos
portadores ddB. bigemina con 41 clones encontrados en 9 muestras. Lastrasietel NEA
presentan un unico haplotipo, aunque no es el mésitre ellos.

Con los datos presentados en la Tabla 12 y 13afizgGein analisis de AMOVA para estudiar la
estructura poblacional d& bigeminaconrap-1c Los resultados se muestran en la Tabla 14 para

la totalidad de las muestras.

Tabla 14. Analisis de AMOVA para las 13 muestras de bovimoectados naturalmente

descriptas en la Tabla 13.

Grupos Fuente de  Gradosde Sumade Componentes Variacion

variacion libertad cuadrados  variantes %
Todas las Entre
muestras muestras 12 21,683 0,188 45,09
Dentro de la:
muestras 97 22,217 0,229 54,91
Total 10¢ 43¢

El indice de fijacion obtenidd-{) fue de 0,45, indicando que no existe una diféan@n entre

las muestras que permita un agrupamiento. Podadm la variacion entre las muestras y dentro
de las muestras fue similar entre ellas (45,09 ;9154%6). Se realiz6 un test de AMOVA
agrupando las muestras como las provenientes dalW@s muestras de animales con sintomas
clinicos del NOA y NEA (Tabla 15).
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Tabla 15. Resultados obtenidos mediante el andlisis de 18stras de bovinos infectados
naturalmente (Tabla 13) mediante AMOVA, agrupadas3egrupos de acuerdo a la zona

muestreada y a su estatus de animal con infecaldeiisica o clinica.

Fuente de Grados de Sumade Componentes Variacion
Grupos variacion libertad cuadrados  variantes %
NOA,
NEAc Entre grupos 2 8,514 0,07725 17,58
NOAC
Entremuestras
dentro de cada 10 13,169 0,13321 30,31
grupo
Dentro de la 97 22,217 0,22904 52,11
muestras
Total 10¢ 43,¢ 0,4395(

La mayor variacion esta dada dentro de las muedtietsido a la diversidad de haplotipos
encontrados en ellas. Esto refuerza el resultatkyian(Tabla 14), demostrando que no pueden
agruparse las muestras debido a su origen geagrafec su estatus de infeccion (subclinica o

clinica).

7.3.3. Gergp-45
La secuencia completa del gen que codifica la prat&P45 fue amplificada en 11 de las 13
cepas de referencia evaluadas. La secuencia tutamatiio de 1044 pb para las cepas BbiS1A-i,
BbiS2A, BbiM1A, BbiS3-i y BbiS3; 1050 pb para laspas BbiAvc y BbiAH19 y 1055 pb para
Bbilvc, BbilMo, JG-29, BbiM2P. No se pudieron caexzar las cepas BbiS2P, su derivada
BbiS2P-i o los clones derivados debido a que nog® la amplificacion del gen a pesar de los
reiterados intentos y la utilizacion de oligonutiggs disefiadosad hoc bajo diferentes
condiciones de PCR. Las secuencias del gpa5 amplificadas de los clones biolégicos
atenuados fueron idénticas a la de su cepa parental
El arbol filogenético obtenido para el ggp-45 muestra dos clados, en uno se agrupan la
mayoria de las cepas argentinas y en otro las cextasnjeras junto con la cepa BbiM2P

proveniente del NEA (Figura 22).
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido a través de la secignlel gergp-45para 11 cepas de
referencia d@abesia bigemingEl arbol fue obtenido mediante el método de d@taNeighbor-
joining, utilizando el modelo Kimura-2 parametrdss valores obtenidos en el analisis de

bootstrapse incluyen en el arbol. Se utilizé la cepdBdeovisBboS2P comautgroup

7.3.4.1TS.
Los fragmentos obtenidos por PCR de las region8ssE muestran en la Figura 23 para 6 cepas
deB. bigeminay para los controles negativos. A pesar de qubdadas obtenidas mediante PCR
de las cepas dB. bigeminafueron nitidas y diferentes a las Be bovis el andlisis de las
secuencias de los productos de PCR y de las coostngs de los ITS para los clones Bbi2A2 y
Bbi8P1 mostré la presencia de copias diferentesa@eéel mismo genoma. Por esta razén no fue

incluido como marcador molecular. En el Apéndicesdl muestra el alineamiento de 3 clones
moleculares del clon biologico Bbi2A2.
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Figura 23. Fragmentos correspondiente a la region ITSBdéesia bigeminaamplificados
mediante PCR(Columnas 1-10) 1. BbiS1A-i; 2. BbiS2P-i; 3. Bbis3. BbiM1A; 5. BbiM1P;
6. BbiM2P; 7. BboS2P; 8. BboR1A; 9. Control de teas sin ADN; 10. Marcador de peso
molecular 100 pb (Invitrogéh. Gel: agarosa al 1,5 %.

7.3.5. Secuencias repetitivas.
7.3.5.1. Cepas de referencia.

A través del andlisis de los fragmentos del gendet bigeminasecuenciado hasta el momento
(contigg, se localizaron 1191 regiones con secuenciagitigps. Se seleccionaron 27 regiones y
se disefnaron oligonucledétidos para 17 de ellaspgseian secuencias con mas de 7 repeticiones
y fragmentos de aproximadamente 400 pb. En 8 casodisefiaron y evaluaron dos pares de
oligonucledtidos. Todas las secuencias seleccienfdaon amplificadas mediante PCR. Los
cinco microsatéliteans3178, ms4179ms4135y ms4177 y el minisatéliteMS2737,fueron
especificos parB. bigemina El andlisis de las secuencias repetitivas decliies moleculares
amplificados de las cepas clonadas Bbi3Al y Bbi&Riktré una Unica copia para cada clon
bioldgico.
La secuenciams3178,identificada en las cepas australianas, no cadimaidn la secuencia
reportada en losontigs del genoma d®&. bigeminapublicado, por lo que no fue considerada
para este estudio.
El MS2737fue amplificado a partir del ADN de las 15 cepasBd bigeminade referencia
evaluadas, mostrando un producto de tamafio sirhdasecuencia nucleotidica corresponderia a
una region codificante para una proteina y fuerelifie entre las distintas cepas. El alineamiento
de las secuencias permitié observar una regiongbseente conservada entre las cepas locales,

y numerosas diferencias con respecto a las cepaal@anas, el clon JG29 y las cepas israelies
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debido a la presencia de deleciones y mutacionesug@les. Las secuencias de las cepas
atenuadas argentinas presentaron una mutaciongbfuwa de las secuencias repetitivas cuando
se la comparo6 con las cepas patogenas.

Los loci correspondientes ms4179,ms4135y ms4177mostraron repeticiones de tripletes que

codifican para diferentes aminoacidos, mostrandereticias en el tamafio de la secuencia, de

acuerdo a la cantidad de repeticiones encontrddésa 16).

Tabla 16. Secuencias de nucleétidos obtenidas para los sait&lites ms4135 ms4177y

ms4179 Se detallan los tripletes de nucleotidos y logiaatidos para los que codificarian.

Microsatélite Secuencia de Aminoacidos
nucleotidos
ms4179 CGT CAG CAT ROH
ms4135 GAT GGC GAA DGE
ms4177 CAT TAT HY

La ocurrencia de estos tripletes en las diferecégms deB. bigeminapermitieron determinar
diferentes haplotipos (Apéndice II) utilizados pgeamerar el dendograma.

El patron molecular generado pome$4179e caracterizo por poseer fragmentos entre 350 pb
517 pb. La cepa BbiS2P fue la que mostr6 mayorafifda con respecto al resto de cepas
evaluadas, observandose una doble banda, a diedmsu derivada BbiS2P-i, que mostro solo
la banda de mayor tamafio, al igual que lo obseresds clones bioldgicos derivados. Los
clones bioldgicos atenuados mantuvieron secueibdaicas a las de su cepa parental (Figura
24).
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Figura 24. Fotos de geles que muestran fragmentos corresgaedi alms4179de Babesia
bigemina amplificados mediante PCRA) Cepas argentinas B) Cepas extranjeras, costrole
negativos (BboR1A y BboS2P) y control de reactisissADN (agua). Se utilizé el marcador de

peso moleculaBenchTop markefPromeg8). Gel: agarosa al 4 %.

De acuerdo a la matriz de presencia y ausenciaapg®tipos generada para los microsatélites
ms4179 ms4135 ms4177y el minisatéliteMS2737 se confecciond el dendograma utilizando
BboR1A-i comooutgroup Se generaron tres clados donde se agruparonctespeente las

cepas atenuadas, las cepas patdgenas y mas distantepas extranjeras (Figura 25).
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Figura 25. Dendograma construido a partir de la matriz @nabtenida a partir de los
haplotipos de los microsatélites4179ms4135ms4177y del minisatéliteMS2737de las cepas
de referencia dBabesia bigeminaFue realizado mediante UPGMA en el software NTS04
e, con BboR1A-i commutgroup Encuadradas en rojo se incluyen las cepas angsntie

referencia patégenas y en azul las atenuadas.

7.3.5.2. ADN deB. bigeminade bovinos infectados naturalmente.

El analisis de 19 muestras de ADN obtenidas de nosvinfectados naturalmente cé&h
bigeminamostro la presencia de las secuencias repetitieasificadas en las cepas de referencia
y nuevos haplotipos. El microsatélites4177no se utilizd para estas muestras, debido a que la
presencia de mas de un haplotipo genero dificudtaste la obtencion de secuencias. En el
dendograma realizado a partir de la matriz bineoialos tredoci se observa una agrupacion de
las cepas atenuadas en un clado, mientras quegdas patdgenas BbiM1P y BbiM2P se agrupan
con las muestras de bovinos de la region NEA (Bidif). Las muestras de la region NOA no
presentaron un patron caracteristico, sino quensengraron dispersas, junto con las cepas

BbiS3-i y BbiS3 originadas en la misma region.



-84 -

BboS2P
biSIA-1

EbiSlA
biS1A

| BhiMIA
[ BbiS2P-i
— ‘ BbiS2P
NOA16
BbiM2P
BhiMIP
NEAlc
(EA2¢
[EASc
[EA6c

NEA7c
NEASc
NOA2S
[ NOA1S
L NOA20
Bbis3
BbiS3-i
— NOA23
NOA1S
NOA19
I NOA24
L NOA2S
NOA3c
[ NOA4c
L NOAGe
NEAlle
: : : : : : : : : : :

Figura 26. Dendograma obtenido a pa(r_f?feg:ellzematriz binabtenida con las haplotipos de los
microsatélitesms4179 ms4135y del minisatéliteMS2737 de 19 aislamientos de bovinos
infectados naturalmente pBabesia bigeminaFue realizado mediante UPGMA en el software
NTSys 2.01 e. En azul se remarcan las cepas demefa atenuadas. Se uso la cepa BboS2P de

B. boviscomo outgroup.

7.3.6. Evaluacion de la eficiencia de dos clonesBlebigeminapara persistir in vitro.
Para identificar diferencias en la capacidad desigencia de dos clones d& bigemina
multiplicados in vitro simultaneamente (Bbi9P1 y Bbi2Al), se realizé ejpdtimento 3
(descripto en 6.2.5.1.3.). Se utilizaron muest@&DN extraidas durante los dias 0, 7 y 14 para
amplificar secuencias especificas de cada cloresgpondientes a lgp45 y los microsatélites
ms4135y ms4179 Estos marcadores permitieron establecer queosl Bbi9P1 predomind
progresivamente sobre el clon Bbi2Al hasta la desapn de este ultimo el dia 14. Esta

observacion se confirmo a través de muestras aaterl dia 18 (Figura 27).



-85 -

A) B) C)
123456 7891011 123456 7891011 123456 7891011

T
- L
» - -

Figura 27. Amplificacion de los microsatélites Aps4179,B) ms4135y C) gengp45de la
mezcla de clones Bbi2A1l y Bbi9P1 Babesia bigeminanediante PCR a partir de ADN extraido
durante cada subcultivo. Los numeros iguales dedhsnnas de cada panel corresponden a los
mismos dias. Columna (Col.) Col. 1. y 2: Primer décultivo; Col. 3 y 4: Séptimo dia de
cultivo; Col. 5y 6: Décimo cuarto dia de cultivopl. 7 y 8: Décimo octavo dia de cultivo; Col.
9: BbiS1A-i; Col. 10: BbiS2P-i; Col. 11: control deactivos y Marcador de peso molecular 100
pb (Promeg?d). Gel: agarosa al 1,5 %.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La clonacién biologican vitro a partir de cepas de referenciaBléigeminapermitio i) obtener
poblaciones de individuos genéticamente homogénigogonfirmar la variabilidad de la
respuesta clinica en bovinos infectados con clgeégenos y iii) confirmar la estructura
poblacional heterogénea de los aislamientos otiegna

Los marcadores moleculares utilizados en este jtrgibermitieron confirmar que los clones
biol6gicos deB. bigemina después de dos repeticiones del procedimientda@doin vitro,
tenian caracteristicas genéticas homogéneas eida@ngjenética con las cepas parentales
mantenidasn vitro durante periodos prolongados.

Un punto critico del proceso de clonacion por ddndimite fue el recuento de los eritrocitos
parasitados. En este trabajo se obtuvo un meétodt faeciso y repetible de recuento de
eritrocitos parasitados, mediante la combinaciomake técnicas de microscopia descriptas para
diferentes objetivos. La primera fue la identifidecde parasitos tefiidos con naranja de acridina
y la otra el recuento en una cdmara de Neubaukzanto luz visible y ultravioleta en forma
secuencial.

Los clones derivados de la cepa atenuada fueroonsreditientes para multiplicarge vitro que

los derivados de la cepa patogena, lo que se rsahifer el menor nimero de clones obtenidos
durante la primera clonacion; un tiempo significathente mayor hasta la deteccién de los
parasitos clonados y la pérdida de un clon aten@BHi®A1l) cuando se evalud en el mismo
medio que un clon patégeno (Bbi9P1). Esta difeeertambién se observo durante el tercer
periodo de clonado aunque no fue estadisticamigmiéativa. Esto responderia al reclonado de
aquellos parasitos detectados mas tardiamente éespel clonado primario y secundario,
durante el proceso de clonacion. Esto se decidi@ pamentar la probabilidad de que los
parasitos seleccionados como clones, se origindsem Unico eritrocito parasitado. Resultados
similares fueron observados en clones patdgendd. @evis mas eficientes que los atenuados
para multiplicarsen vitro (Baravalle y col., 2012; Nevils y col., 2000). Tayy col. (2002)
también identificaron clones de annulatacon diferente capacidad para multiplicairseitro y
establecieron una relacion positiva entre virulancimayor eficiencia para multiplicarse. lyer y
col. (2007) demostraron que la mayor expresiorodayenes que codifican las proteinas RAP de
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P. yoelii (py239 generd la invasion de un mayor numero de eritse@n vitro, por parte de las
cepas mas virulentas.

Los clones patégenos (Bbi8P1 y Bbi9P1) y su cepanpa BbiS2P-i, mostraron variaciones en
su virulencia después de la inoculacién en bovswseptibles. Los bovinos infectados con el
clon Bbi8P1, mostraron signos clinicos leves, sires a los generados por lo clones atenuados, y
no requirieron tratamiento quimioterapico, aunquelescenso del hematocrito promedio fue
mayor (p< 0.05). A su vez, dos de los tres animaiiestados con el clon Bbi9P1 debieron ser
tratados para evitar su muerte. EI comportamiergoopvirulento del clon Bbi8P1 y la
variabilidad del clon Bbi9Pih vivo, sugiere una expresion diferencial de los genesrdkencia.
Alternativamente, estos genes podrian estar regsilpdr el tipo de repuesta inmune generada
por el hospedador. La cepa BbiS2P-i habia produeidain experimento previo, signos clinicos
leves en 2 de 7 (30%) vaquillonas infectadas (Elehgicol., 1993). Esta variabilidad ha sido
observada previamente en cepas He bigemina sometidas a diferentes condiciones
experimentales (Aguirre y col.,, 1989; y Dalglieshcgl., 1981). Esto es soportado por la
observacion de que la respuesta inmune innatanéaruental para resistir los efectos deletéreos
de la babesiosis en los bovinos menores a los k2srde edad. Estos casos responderian a la
persistencia de esta respuesta en algunos boudntiesjévenes (Goff y col., 2010).

En contraste, los clones atenuados y su cepa ph(BbiS1A-i) mantuvieron el fenotipo de baja
patogenicidad en forma estable, rasgo distintivdadeepa BbiS1A confirmado a través de su
utilizacion como vacuna viva durante 25 afios (Méhgmm. pers.).

La eficiencia de la PCR para la deteccion de amsabn babesiosis disminuye sensiblemente
cuando se utilizan muestras de sangre de bovindadaoes cronicos dBabesiaspp. Esto
sucede debido a que después que el sistema inruatrela la infeccion aguda, la cantidad de
parasitos circulantes desciende considerablemgifitejlitando su deteccion.

El incremento del volumen de sangre inicial parabbgencion de ADN (de 200 a 8@ v la
eleccion del geld8S rARNque presenta multiples copias para estos protezpa@aumentaron la
sensibilidad de la PCR y se logré detectar hast®sl@ritrocitos parasitados, sin afectar la
especificidad. Figueroa y col. (1992) también dedlaron una PCR con una sensibilidad similar
mediante la amplificaciéon de un fragmento descatmael genoma d&. bigemina pero a
través del uso de una sonda complementaria al éagnusado y de oligonucledtidos internos en

una nestedPCR. Estogprimers fueron ampliamente usados para la deteccioB.deigemina
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tanto en garrapatas como en bovinos (Oliveira y, @l08; Ojeda y col., 2010; Awad y col.,
2011). Sin embargo, no fueron de utilidad en esgmée trabajo porque se detectaron reacciones
cruzadas con algunas cepasBddovis Sivakumar y col. (2012) también observaron reams
cruzadas coB. ovata utilizando estos mismgsimers

Las secuencias completas del ge8S rARNde distintas cepas dB. bigeminamostraron
multiples sitios polimorficos, a pesar de ser cdesido un gen altamente conservado entre
individuos de una misma especie (Allsopp y col94)9Estas variaciones intraespecificas fueron
también observadas en otros hemoparasitos apiceanptamoT. equiy B. caballi cuando se
utilizé la técnica de RLBH para el diagnéstico dabdsiosis, a partir de muestras de equinos
infectados naturalmente (Bhoora y col., 2010). Frabigeminase localizaron nucleotidos
polimérficos en zonas caracterizadas por una atteuéncia de mutaciones segun el mapa de
variabilidad genética obtenido por Van de Peerly (d®97) en base al estudio de 500 especies
de eucariotas diferentes, utilizando el §8% rARNde Saccharomyces cerevisiaemo base. El
mayor numero de sitios polimorficos en el d&% rARNdeB. bigeminase localizé en la hélice
E23-1 de la region hipervariable V4, definida cooma de las regiones mas variables del gen
(Wuyts y col., 2000). Si bien el rol de la hélice3L en el ribosoma no se conoce, esta
variabilidad producto de mutaciones, no afectagissupervivencia del parésito. Esta region,
comprende una secuencia de 33 nucledtidos, de uakesc5 fueron seleccionados por su
polimorfismo para establecer los haplotipos queaatarizaron las diferentes cepas He
bigemina El clon JG-29 fue el Unico que mostré un séloldtgm (H1), lo que motivd su
utilizacion como cepa de referencia. Con la sedaeoarrespondiente a H1, Gubbels y col.
(1999) habian desarrollado una sonda de ADN paatifccar B. bigeminamediante RLBH.
Cuando se analizaron las cepaBdbigeminaargentinas, este haplotipo fue identificado sa@lo e
seis de las 15 cepas analizadas (BbiS3-i, BbiS8y1B», BbiM2P, Bbilvc y BbilMo), lo que
invalidd la aplicacion de este RLBH con fines didgfito en Argentina. Todas las cepas de
referencia locales compartieron el haplotipo H3que también fue observado en la cepa Bbilvc
de Israel. Simultdneamente se encontré que unaarispa contenia mas de un haplotipo y que
los clones Bbi2Al (atenuado) y Bbi9P1 (patbgenaefsmn un genotipo caracterizado por los
haplotipos H3-H4 y H3-H7 respectivamente, idéntieoxada una de las cepas parentales
(BbiS1A-i y BbiS2P-i). Esto demuestra que duramtemlultiplicacionin vitro se produjo una

reduccion en la estructura genética poblacionatetacion a las cepas originales (BbiS1A y
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BbiS2P) obtenidas de terneros, las que presentasty cuatro haplotipos, respectivamente. La
reduccion de la diversidad genética poblacionakida demostrada recientemente durante el
proceso de atenuacion Be bovisen cepas analizadas después de sucesivos pasa@aeros
esplenectomizados (Lau y col. 2011). La preseneiaak haplotipos en los clones bioldgicos
indicaria la existencia de mas de una copia dell@&rARNY que las cepas originales estarian
constituidas por subpoblaciones con genotipo ditere

Cuando Reddy y col. (1991) analizaron el 8% rARNcompleto en el genoma del clon JG29,
identificaron tres copias, dos de ellas idénticayas secuencias fueron diferentes a las de los
clones argentinos. La presencia de dos haplotipdsseclones bioldgicos locales, sugiere que al
igual que en el clon JG-29, uno de ellos est4 idpat el otro esta representado por una Unica
copia. En este trabajo el gen del clon JG-29 mastrainico haplotipo porque el analisis se
restringié a una region que incluyo solo 5 sitioBrporficos.

La utilizacion de clones biolégicos también perénitioncluir que las cepas originales estan
constituidas por diferentes subpoblaciones, algutedas cuales se habrian perdido como
consecuencia de la adaptacion a la multiplicac@mticuain vitro. Los sucesivos subcultivos
sufridos por las cepas BbiS1A-i y BbiS2P-i anteselesometidas al proceso de clonacion, seria
la causa de la pérdida de algunas subpoblacioiresntargo la cepa BbiS3-i mantuwovitro

los tres haplotipos idénticos (H1-H2-H9) presentesaeceba BbiS3. En este caso, el periodo de
80 dias de adaptaci@m vitro de la cepa BbiS3-i no habria sido suficiente pedacir el nimero

de subpoblaciones como ocurriera con las cepaslBbiSBbiS2P que, ademas de sucesivos
pasajesn vivo se mantuvieroim vitro durante 150 y 230 dias respectivamente.
Alternativamente se debe considerar la probabildadjue la cepa BbiS3 estuviese constituida
por una Unica subpoblacion con tres copias difeeedel genl8S rARNaspecto que debera
confirmarse a través de la clonacion biolégicaaHrrfalciparum también se han observado
evidencias de cambios poblacionales durante lataciép al cultivoin vitro, atribuidos a la
dificultad para reproduciin vitro las condiciones naturales de multiplicacion priavisor los
hospedadores (Le Roux y col., 2009). La selecc#subpoblaciones también fue demostrada
por Baravalle y col. (2012) en cepasRlebovisdespués de numerosos subcultivositro o de
sucesivos pasajes en terneros sin bazo.

La asociacion entre los haplotipos establecidoartirgle los patrones moleculares observados

entre las diferentes secuencias del d&t5 rARNpudo ser esquematizada mediante un
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dendograma. Este gen resultd un marcador molecdantilidad para diferenciar las cepas
argentinas de las extranjeras y agrupar a las psymor su fenotipo de patogenicidad. Carson y
col. (1994) también observaron diferencias en étdpamolecular obtenido entre las cepas
latinoamericanas y las australianas @& bigemina mediante la técnica de RAPD,
diferenciandolas de acuerdo a su origen geografico.

El haplotipo H3, mayoritario de las cepas de refeigeargentinas, fue también encontrado en la
mayoria de los bovinos infectados ddnbigeminacon excepcion de las muestras los bovinos
NEALlc y NOAZ20. Por otro lado la muestra NOA3c, olda de un animal con babesiosis aguda,
tuvo idéntico haplotipo que la cepa BbiS3 aisladaud portador sano de la misma region. A su
vez la muestra NEAllc presenté dos haplotipos mentes con la cepa BbiM2P, ambas
originadas de casos agudos y de la misma regida.dtgiere que no hay asociacion entre los
haplotipos y el tiempo transcurrido desde la primi@ccion (aguda/cronica). EI numero de
haplotipos dependeria de la frecuencia de sucesvigecciones y del grado de aislamiento de
cada rodeo (ausencia de ingreso de animales deregimnes).

Esto es particularmente cierto si consideramoslagi@aplotipos del8S rARNse mantuvieron
estables 70 dias después de la vacunacion de kosimola cepa BbiS1A. Esta observacion le
confiere gran relevancia al gel8S rARNpara el disefio de estudios epidemiolégicos. Sin
embargo debera ser validado para establecer labiladad genética en bovinos naturalmente
infectados. La prueba de RLBH, seria una herramiémit para llevar adelante este tipo de
estudios, pero requerira la inclusion de sondagcutdres con todos los haplotipos encontrados
para que pueda ser utilizado en diferentes regigeegraficas.

A través del gemap-1ctambién se evidencio una reduccion de la estragenética poblacional
de las cepas dB. bigeminadespués de la adaptacidnvitro. En coincidencia con lo establecido
a través del marcadd8s rARN también se detectd mas de un genotipo en las aeganales
BbiS2P y BbiS1A, antes de su adaptacion a la nhighigion continuan vitro. Después de ese
periodo, las cepas s6lo mostraron un genotipoe®@imargo a diferencia del géB8s rARN no se
logré una clara discriminacion entre las cepas rdhggs y extranjeras, aunque permitidé una
diferenciacion por fenotipo de patogenicidad. Eless filogenético realizado por el método de
Neihgboor-joining mostré un clado compuesto porcigsas con fenotipo atenuado mientras que
las patdgenas se agruparon en diferentes cladot dan las cepas atenuadas argentinas se

agrupo la cepa vacunal (atenuada) australianaex@epciones fueron las cepas de Israel Bbilvc
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y BbilMo, que a pesar de ser cepas vacunales, agpagn dentro en un clado patégeno
(BbilMo) o fuera del arbol (Bbilvc). Sin embargogriado de atenuacion de la patogenicidad de
estas cepas no esta bien establecida, porque addase atenuaron segun el método descripto
por Dalgliesh y col(1981), las referencias indican que los bovinasumados con estas cepas
debieron ser cuidadosamente controlados e inchasadbs para evitar la muerte (Shkap y col.,
2005), lo que sugiere la persistencia del fenotipdento original.

Aunque a través del andlisis por HRM del fragme3italel genrap-1c también fue posible
diferenciar dos genotipos relacionados al fenotipgatogenicidadg@ y gP), este método solo
resultd de utilidad para las cepas ya establecidagtro o amplificadas en terneros
esplenectomizados. En el caso de las muestrasdadrde bovinos infectados naturalmente con
B. bigemina se amplificaron hasta seis haplotipos por muestrague impidié una clara
diferenciacion entre ellas. La presencia de una% rdutaciones dentro de los haplotipos, no
impidio la confirmacién de los fenotipos y los gépos previamente establecidos mediante
secuenciacion.

Los 20 haplotipos (h) definidos por la region terahi3’ del gerrap-1c a partir del ADN deB.
bigeminaobtenido de cepas y de bovinos infectados naturdaémen la region NOA, indica la
gran variabilidad de este marcador, independiemesndel estatus de la infeccion. El haplotipo
predominante en los bovinos muestreados en larraegb NOA sobre 110 clones secuenciados
fue el h13. Este no fue detectado en el NEA, sibaego el nUmero de muestras analizadas en
esta region fue escaso y predoming el h17.

Las infecciones multiples son comunes tanto endggores, como los hospedadores (Lord y col.,
1999). Estos autores investigaron la heterogeneidadlas infecciones mediante genes
codificantes de proteinas pd&afalciparumen humanos y mosquitos; serotiposTdgoanosoma,
subgénerdNannomonasdentificados en moscas y serotipos del virus @atesde la enfermedad
Africana de los equinos (AHS) en cebras. Tayloroy @997) sugirieron que la mezcla de
genotipos en los hospedadores ocurre por co-ifflecauper-infeccion o mutacion somatica
durante el curso de la infeccién. Los autores ésto la interaccion y competencia de clones de
P. chabaudiy su influencia en la infeccion, observando quidauencia relativa de ellos puede
alterar el curso de la infeccién, asi como tamlsiértransmision. Por otro lado, Berens y col.
(2007), utilizando una rt-PCR cuantitativa, demastn la co-infeccion estable de dos cepas

patdgenas dB. bovisen bovinos y garrapatas. Ambas cepaBaleesiapudieron ser trasmitidas
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simultdneamente desde dos terneros infectados edwros susceptibles a través de la picadura
de larvas d&. microplusnfectadas. Estas larvas derivaban de los huevest@s por garrapatas
gue se infectaron en los dos teneros inicialesatalp cerrar el ciclo biolégico.

No se han realizado estudios similares faraigeminay su vectores, sin embargo, la variedad
de haplotipos definidos en muestras obtenidas #ad® infectados naturalmente en el NOA,
sugiere que también existen co-infecciones estal@lBs bigeminatanto en infecciones cronicas
como en infecciones agudas. Una situacion difersatebservd en tres muestras obtenidas de
bovinos de la region del NEA, donde solo se idexdtitin haplotipo por rodeo (H16 y H17) y los
bovinos muestreados padecian infeccion agudaskEsgxion seria posible en rodeos cerrados en
los que se seleccionaria un Unico genotipo. Edtasreaciones coinciden con los estudios de
Hilpertshauser y col. (2007) quienes utilizandanetmo marcador molecular, encontraron un
Gnico genotipo dé. bigeminadurante un brote de la enfermedad. Considerandmidisples
variables involucradas en el ciclo bioldgico Blebigemina(Ej. control de garrapatas mediante
acaricidas, origen de las poblaciones de garrapatsseptibilidad de los hospedadores), se
requiere continuar con las investigaciones parabester la dinamica poblacional durante y
después de una primo-infeccion Borbigeminapara confirmar esta observacion.

El andlisis de las secuencias del ggd5 de las cepas de referencia mostrdé un alto grado de
polimorfismo y generdé dos clados claramente separaéntre las cepas d& bigemina
argentinas y las cepas extranjeras, con excepeida cepa BbiM2P del NEA, que se agrupé con
estas Ultimas. Las diferencias logradas durangmglificacion de las secuencias gig5 entre

las cepas atenuadas (BbiS1A-i y BbiS1A) y la ausede amplificacion del gen en las cepas
patogenas (BbiS2P-i y BbiS2P), fue de utilidad pkracaracterizacion de estas cepas de
referencia. La amplificacion de este gen permitdtistinguir la cepa BbiS1A en animales
vacunados cuando se lo utiliza en conjunto cordemeas marcadores, tal como se observo al
evaluar un clon atenuado y patégeno en el misntwaul

Esto concuerda con lo observado por Fisher y 200X), quienes tampoco pudieron amplificar
ni clonar este gen en cepas Blebigeminaprovenientes de Puerto Rico y Santa Cruz (Islas
Virgenes de los Estados Unidos). De acuerdo coautises, esto podria atribuirse a la falta del
gen en el genoma de algunas cepas.

Los ITS mostraron gran variabilidad y al clonar emllarmente este marcador, se encontraron

varias copias, lo que dificulto su utilidad comorcaalor. Utilizando las mismas secuenciaBde
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bigemina Hilpertshauser y col. (2007) definieron 24 vatésnde 7 aislamientos, arribando a la
misma conclusion. Esto no ha sido uniforme paragods especies del género. Secuencias
polimérficas identificadas en los ITS permitierooteos autores diferenciar cepasBlanajory

B. ovata(Liu y col, 2008). Estos autores detectaron que aislamietdosada hemoparasito
mostraban mayor porcentaje de similitud intraedgacue interespecifica, siendo de utilidad
para su caracterizacion.

El analisis de los micro y minisatélites especHiate 17loci permitieron seleccionar 4
secuencias especificas, Utiles como marcador& Hegemina permitiendo establecer patrones
moleculares diferentes entre cepas Ble bigemina. Aunque De Meeds y col., (2007)
recomendaron el uso de las secuencias repetitev@sodi para un estudio poblacional completo,
existen antecedentes de la utilizacion de 3 miglises para el estudio de la estructura
poblacional delrypanosoma brucdiMcLeod y col., 2000) y 5 microsatélites para deiear la
biologia y caracterizacion genotipida gondii (Ajzenberg y col., 2004). Perez-Llaneza y col.,
(2010) encontraron en el genoma completoBdebovis, 3885 regiones con estas secuencias
repetitivas de las que solo seleccionaromotiltiles para comparar diferentes cepas, utilizando
el software TRF en condiciones mas laxas que Isard#ladas en este trabajo.

El analisis mediante UPGMA agrup6 las cepas angestien un clado distinto al de las
extranjeras, al igual que Perez-Llaneza y col. @20duienes trabajaron con dos cepas argentinas
deB. bovis dos de Méjico y una de EEUU.

A su vez, las cepas locales se diferenciaron enclda®s segun el fenotipo de patogenicidad,
consolidando los resultados obtenidos con el I rARN Las cepas atenuadas constituyeron
un clado aparte, definido fuera del de las cepaggpaas y aislamientos.

Las muestras del NEA (a excepcion de la NEAll@gaparon junto a las cepas provenientes
de Corrientes (BbiM1P y BbiM2P). Estas muestragdineobtenidas de bovinos con signos
clinicos de babesiosis, al igual que las cepas BBiM BbiM2P. Esto soporta la hipotesis del
predominio de un genotipo patdgeno en los animafdermos con babesiosis aguda Bor
bigeminaobservado en la region del NEA, confirmando Isuitados obtenidos con el gap-

lc.

Los marcadores moleculares méas especificos y estabhluados en este trabajo fueron el gen
18S rARNy los micro-minisatélites. La combinacion de ellgsrmitié diferenciar las cepas

atenuadas de las patégenas y las cepas argerdifesaktranjeras.
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La diferenciacion entre cepas identificadas en &ANy NOA de animales infectados
naturalmente no fue claramente observada, porsel® necesario analizar un mayor numero de

muestras para confirmar estas observaciones.

Perspectivas futuras:

- Caracterizacion molecular d& bigeminadiagnosticada en casos clinicos de babesiosis de
diferentes areas geograficas.

- Identificacion de la cepa vacunal BbiS1A en bosginacunados y desafiados naturalmente con
cepas silvestres.

- Confirmacion de la asociacion entre babesiosiglag en rodeos con haplotipos multiples y

anicos, utilizando el gerap-1c

Conclusiones

- Los clones deB. bigeminaprovenientes de cepas Argentinas son los Unicggodibles y
facilitaron la caracterizacion del g&8S rARN

- Los clones también permitieron analizar la péadié subpoblaciones cuando los aislamientos
son adaptados al desarrathovitro.

- El uso combinado de los marcadores seleccionpal@s esta tesis, permitié caracterizar cepas
de referencia de Argentina.

- Las cepas argentinas tuvieron patrones moleculdiferentes a los de las cepas extranjeras,
aspecto de gran relevancia epidemioldgica y siacaalentes en nuestra region.

- El genrap-1cpermite diferenciar entre cepas de diferente gematsociado a la patogenicidad.
Se comprobd la utilidad de la técnica de HRM pdéfierehciar cepas de referencia con diferente
fenotipo.

- Se determind que los genotipos no estarian adospde acuerdo a las regiones geograficas

determinadas en el pais.
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APENDICE I.

I.1. Reactivos quimicos.

Los reactivos quimicos utilizados en los diferenteétodos y para la preparacion de las
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diferentes soluciones estan descriptos en la Tabla

Tabla I.1. Reactivos quimicos y marcas.

Reactivo Marca
ABTS Sigma
Acido acético glacial Cicarrelli
Adenina Sigma
Agar Sigma
Agarosa Invitrogen
Agua bidestilada (libre de nucleasas) Gibco
Ampicilina MP
Bicarbonato de Sodio Cicarelli
Bromuro de etidio Gibco
Carbonato de Sodio Cicarelli
Citrato de sodio BDH
CaCb Cicarrelli
Dextrosa Sigma
DMSO Sintorgan
EDTA Gibco
EGTA Sigma
Estreptomicina Biogenesis
Etanol Merck
Extracto de levadura Oxoid
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 viMnvitrogen
Giemsa Merck
Glicerol Merck
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H20, Raudo
HEPES Sigma
IPTG Invitrogen
Isopropanol Merck
KCI Cicarrelli
KPOsH; Cicarrelli
Leche en polvo descremada Svelty
Metanol Cicarrelli
MgSO, 7.H,0 Cicarrelli
NacCl Cicarrelli
NaHCG; Cicarrelli
NH,CI Cicarrelli
NaPOy Cicarrelli
Penicilina Klonal
Peptona Oxoid
PVP Fluka
SDS Gibco
SSPE Invitrogen
Tris base Gibco
Tris ICN
Tween-20 Merck
X-Gal Invitrogen




|.2. Soluciones.

La composicion de las soluciones empleadas enististds métodos esta descripta en la Tabla

1.2.
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Tabla I1.2. Nombre y composicion de soluciones.

Solucién

Composicién

VyM

0,108 mM Cad

5,36 mM KCI

0,4 mM KH,POy

0,62 mM MgS0O4 7H20
4,04 mM NaHPO4
131,89 mM NaCl

113,7 mM Dextrosa
0,25 mM Adenina

0,50 mM Guanosina

Solucién lisis Glébulos rojos

0,14 M NH,CI
0,017 M Tris-CIH

Solucién lisis Celular

0,05 M Tris-CIH
0,1 M EDTA
0,1 M NaCl
2% SDS

PBS

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

4,3 mM NaPO,
1,47 mM KPQH;

PBS-T

0,05 M PBS
0,05 % Tween-20

TAE 50X (1I)

2429 Tris base

57,1ml Acido acético glacial
37,29 EDTA

pH 8,5
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Solucién de carga para ADN (3X)

0,25% Azul de bromofenol
30% Gilicerol

Solucién Tris-HCI

125 mM Tris
150 mM NacCl, pH 8,0

Solucién de sustrato/cromogeno
ELISA

0,05 M citrato de sodio/acido citrig
pH 4,5

0,04 M ABTS
3% H0,

0,
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APENDICE II.

I1.1. RLBH.
Las secuencias nucleotidicas de las sondas espscide géneros y especies utilizadas en el

RLBH se detallan en la Tabla Il.1. Las letras padicar los sitios degenerados son: R = A/ G,

W=A/T,K=G/T.

Tabla Il.1. Sondas ubicadas en las 36 lineas de la membraR4a.BEl.

Linea Especie Secuencia de la sonda 5"- 3’
1 Ehrlichia/Anaplasma catch-all | GGG GGA AAG ATT TAT CGC TA
2 Anaplasma centrale TCG AAC GGA CCATAC GC
3 Anaplasma marginale GAC CGT ATACGC AGC TTG
4 Anaplasma phagocytophilum | TTG CTA TAA AGA ATA ATT AGT GG
5 Anaplasma phagocytophilum | TTG CTA TGA AGA ATA ATT AGT GG
6 Anaplasma phagocytophilum | TTG CTA TAA AGA ATA GTT AGT GG
7 Anaplasma phagocytophilum | TTG CTA TAG AGA ATA GTT AGT GG
8 Ehrlichia ruminantium AGT ATC TGT TAG TGG CAG
9 Anaplasma bovis GTA GCT TGC TAT GRG AAC A
10 | Ebhrlichia chaffeensis ACCTTT TGG TTATAAATAATT GTT
11 Ehrlichia sp Omatjenne CGGATTTTT ATC ATAGCT TGC
12 Ehrlichia canis TCT GGC TAT AGG AAATTG TTA
13 | Theileria/Babesia catch-all TAATGG TTAATAGGARCRGTT G
14 | Babesia felis TTATGC GTT TTC CGA CTG GC
15 | Babesia divergens ACT RAT GTC GAG ATTGCAC
16 | Babesia microti GRC TTG GCA TCW TCT GGA
17 Babesia bigemina CGTTTTTTCCCTTTT GTT GG
18 | Babesia bovis CAG GTT TCG CCT GTATAATTG AG
19 | Babesia rossi CGGTTTGTT GCC TTT GTG
20 | Babesia canis canis TGC GTT GAC GGT TTG AC
21 Babesia canis vogeli AGC GTG TTC GAG TTT GCC
22 | Babesia major TCC GACTTT GGT TGG TGT
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Linea Especie Secuencia de la sonda 5"- 3’
23 | Babesia bicornis TTG GTAAAT CGC CTT GGTC
24 Babesia caballi GTTGCG TTKTTCTTGCTTTT
25 Theileriasp Kudu CTGCATTGTTTCTTT CCTTTG
26 | Theileria sp Sable GCTGCATTGCCTTTTCTCC
27 | Theileria bicornis GCGTTIGTGGCTTTTITTCT G
28 | Theileria annulata CCT CTG GGG TCT GTG CA
29 Theileria buffeli GGC TTATTT CGG WTT GATTTT
30 | Theileria sp Buffalo CAGACGGAGTTTACTTTGT
31 Theileria mutans CTT GCG TCT CCG AAT GTT
32 | Theileria parva GGACGG AGTTCG CTT TG
33 | Theileria taurotragi TCTTGG CACGTG GCT TTT
34 | Theileria velifera CCTATTCTCCTTTACGAGT
35 | Theileria equi TTC GTT GAC TGC GYT TGG
36 | Theileria lestoquardi CTTGTG TCCCTCCGG G

[1.2. 18S rARN.
Alineamiento de la secuencia nucleotidica del &8 rARNde las cepas de referenciaBle

bigeminautilizadas en este trabajo.

J&29
Bbi Avc

Bbi AHL9

J&29
Bbi Avc

Bbi AHL9

90 100

110 120 130 140 150

160

U U PR B PR DR PR DS U DS B DR U DU BN DR
GAAACTGOGAATGGCTCATTACAACAGT TATAGT TTCTTTGGAGT TCGT TTTCCATGGATAACCGT GCTAATTGTAGGGC



Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Vc
Bbi | Mo

170 180 190 200 210 220 230 240
R PUUN DTN DU R DU R B B DR DU DI DI DR D B
TAATACAAGT TCGA( TTTGGECGECGT TTATTAGT TCGT TAA( CTTTTTCT GATTCATAATAAACTTGCGAA
........................................ et
........................................ et e
........................................ et e
........................................ S e
........................................ St Y
........................................ St Y
........................................ St Y
........................................ S Y
........................................ St Y
........................................ S Y
........................................ St Y
........................................ S e
I

250 260 270 280 290 300 310 320

AR U DR DR D D IR I DR DI U DU DR DR DU B
TCGCTTTTGOGATGT TCCATTCAAGT TTCTGOCCCAT CAGCT TGACGGT AGGGT ATTGECCT ACCGAGGCA

330 340 350 360 370 380 390 400
U U R B DR B PR DS ST DS DT D B DU BN DR
CGGGGAATTAGGGT TOGAT TCOGGA GOCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCA
410 420 430 440 450 460 470 480

U U PR B DR RN PR DU DU DR U D B DU DN DR
TTACCCAATCCT GACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAAT AACAATACAGGGCT TTCGTCTTGTAATTGGAATGATGGTGAT



Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve

490 500 510 520 530 540 550 560
U U PR B PR R DR DU BT DS T D B DU BN DR
GTACAACCTCACCAGAGTACCAATTGGA GTCTGGTGCCAGCAGOCGCGGT AAT TCCAGCT CCAATAGOGTATAT

570 580 590 600 610 620 630 640

U U PR B PR B PSR DS BT DS B D B DU BN DR
TAAACTTGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTCAGCCTCGOGTTTTTTCCCT TTTGTTGGGTCTTTTCGCT!
.......................................................... Gl
.......................................................... G oo
......................................................... YK K oo
......................................................... YK K oo
......................................................... SG T
......................................................... SG Tt
......................................................... SK T
......................................................... SK.T. .
......................................................... CKT.Y. .o oo
......................................................... BKT.Y. oo,
......................................................... YK K Y. oo
......................................................... CKKY. ..o
......................................................... e R T
......................................................... BKT.Y. oo,
650 660 670 680 690 700 710 720
U U PR B PR R DR DU DT DS B D B DD BN DR
TTTTTTTTACTTTGAGAAAAT TAGAGT GTTTCAAGCAGACT TTTGTCTTGAATACT TCAGCAT GGAATAATAGAGT A
2
X e
K
K
K
K e
K
730 740 750 760 770 780 790 800
AN RN TR B DR DR N DS I DR B DI B DD B DR
CCTTGGTTCTATTTTGITGGTTTTGAGCCTTGGTAATGGT TAATAGGAACGGT TGGGGGCATTCGTATTTAACTGT!
....................... e e
....................... e
....................... e



Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&9

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&9

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

....................... Y
....................... 7
....................... 2
....................... Y
....................... 7
810 820 830 840 850 860 870 880
U U PR B DR R PR DU DU DS B D B DU DN DR
GGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAA GOGAAAGCATTTGOCAAGGACGT TTTCATTAATCAAGAACGAAAG
............................... S
890 900 910 920 930 940 950 960

R U PN PR B B IR I U DR U DI DI DR D B
TTAGGGGAT CGAAGACGAT CAGATACCGTOGTAGT CCTAACCATAAACT ATGOOGACT AGGGAT TGGAGGTCGTCATTTT

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
U U PR B PR R PSR DS D DS B D U DU BN DR
CTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGGGT TCTGGGGEGAGTATGGT GTCTGAAACTTAAA
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
U U R B PR R DR DS T DS T DS B DU BN DR
AATTGACGGAAGGGCA! GGCGTGGAGOCT GOGGCT TAATTTGACT CAACACGGGGAACCT CACCAGGT CCA



Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
Y T TR B DR R PR DS T DS D DS U DU BN DR
GAGTAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCTTTGGGT GGTGGT GCATGGOCGT TCTTAGT TGGTGGAGTGAT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
U O O B PR R PR DS DU DS T D B DD BN DR
TTGTCTGGTTAATTCOGT TAACGAACGAGACCT TAACCTGCTAACTAGCT GCTTGGATKKTGTCCTCGTTTGCTTCTTAG
............................................................ [
............................................................ Covte
.................................................................. S
.................................................................. S

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

R T N D U B TR DR R DR U DR DN DR B B
GGGACTCCTGTGCTTCAAGCGT GGGEGGAAGT TTAAGGCAAT AACAGGT CTGT GATGOOCT TAGATGT CCTGGGECTGCAC



J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&9

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AHL9
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

J&29

Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
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1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
R T P PR U B IR I R DR B DR DN U B B
GOGCGCTACACT GATGCATCCATCGAGT TTGTCCTGTCOCGAAAGGGT TGEGTAATCTTTAGT GTGCATCGT

..... 3
I Y B
..... Y
..... Y
..... M o e
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
U U PR B PR R DR DS T DS B D B DU BN DR
TTGATTTTTGCAATTCTAAATCATGAACGAGGAAT GCCTAGTATGOGCAAGT CATCAGCT TGTGCAGAT TACGTCCCT!
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

N U R B DR R PR DS T DS T D B DD BN DR
CCTTTGTACACACOGOCOGT CGCTCCTACOGAT CGAGT GATCCGGT GAAT TAT TCGGACCGT GECTTTTCCGATTCGT!

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
U U PR B PR R R DS DU DS T D B DU DN DR
GTTTTGCCTAGGGAAGT TTTGTGAACCT TATCACT TAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT!



1690
R P
J&@9 GGAAGGATCATT
Bbi Ave ... ... ..
Bbi AHI9  ............
Boilve  ............
Boi IM ot
BOi SIA- T ...
Bbi SIA ... ...,
Bbi S2A ...,
Boi MLA ...
BOIi S2P-i ...
Bbi S2P ...

I1.3. rap-1c
Alineamiento de la secuencia nucleotidica delrggrlcde las cepas BbiS1A-i, BbiS2P-i y la

cepa mejicana JG-29.

J&9 ATGATTCACTACGCTTGCCTCATTATCGCACT TTGCGCCT TGT CACTGCGCTCTGTAGCCGCAGT GCGCTACGGCCAGCA 80

Bbi SIA-T . G, 80

Bbi S2P-i . G 80

J&9 TGCCATGATCATGECCCCT GACCACACT GT CGAGCCT GCGGT TGATCCCGT CGACGACGACACCAAGCAGCTTCTCGAAG 160
BhI S A i L 160
Bhi S22 P- i L 160
J&29 ACAGCGAACAGAT TGAGAAGGCCAT GCAGGAGGAAAT CGGACT GATCAACGATGACT CCATTGCCGAAATGTGCCTCGEC 240
BhI S A i L 240
Bhi S22 P- i L 240
J&29 AGCAAGGACGAGCACCAT TGCGCATCGCAAAT CGCTGCCTACGT TGCGCGT TGCAAGGAAGGCAACTGCCTCACCATCGA 320
Bhi S A- i G........... ... 320
Bhi S2P- i . G............... ... 320
J&9 TGCCGT GGGAAAACCGCAAAACAAGGCCTACAAACAGCT CGT CCTGCCTGACCCCTACCAGCTTCACGCCGCGTTCCTGT 400
Bbi SIA-i ... G 400
Bbi S2P-i ... G 400
J&9 TGT TCAAGAACT GCCGGCGCAACGAGAGCAGGECACT GGATGGACAGGT TCTGGATGCGT TTCAAGAGGGGAGGEECGTI TAC 480
BhI S A i L 480
Bhi S2P- i L 480
J&29 GCTGCTTACTACAGCT TCAGCCTCAACCTGT TGAGGCGCAACCTGT TCCTCGGECGACGACAAAAAT GCCCTGCATGECTT 560
Bhi S A- i G... .o 560
Bhi S2P- i L G... .o 560
J&9 CGTGCAGAAGTACTTCTACATGACCGCCATATACTACAAGACATACT TGTCGCTGGATGCCATCAACGCCAAAATATTTA 640
BhI S A i L 640
Bhi S2P- i L T 640
J&9 ACAAAAT CGCCT TGGCGAAGCACAT TCTGGGACCT AAGAT CAAAAGGGCGT TGAGGAAGAT CGT CGAGGCCAACAAGCCG 720
Bhi S A- i L Coo 720
Bhi S2P- i L Co. 720
J&9 AGCGCGCT CCAAGCGAACGACGT CAAAGCCATACGCCCCCT GECCTACGGT TACAGGCAGTACATGGCCAGCCAAATCCC 800
BhI S A i L 800

Bhi S2P- i L 800
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J&29 ATCCCTTCCGT TCTTCGCCTACCGT TTCTCCTCGATGGT CGT CACCGCT CTCGT GGACAACCT CACCGGCGT TAAGCAGC 880
Bbi SIA-T . A e 880
Bbi S2P-i .. A 880
J&29 AGCCGT GGTACAAGCGT TGGT TTGGAAAGGT GAAGAACCT CTTCACCGGTAAGCAACCCAGCGAAAAGGCCTACGAAATT 960
Bhi S A- i 960
Bhi S2P- i L 960
J&29 GACGAACCCAT CGCCACCGAGGAGGAGACCGAGCCT GTCGAGGAAAATAAGT CAGT TTTTGGCAAGGT CAAGGAAAAGCT 1040
BhI S A i L 1040
Bhi S2P- i L 1040
J&29 TGGCAACATCCGCT TCAACACGGGCAT TTTCCGAAAGGGT GAGGCAAAGACT CGTCACTCGCACCTTTCCGAAGAGGACA 1120
BhI S A i L 1120
Bhi S2P- i L 1120
J&29 TTATGGGCAGCT TGT CGT CGGCT GATGCGCT GCT TGAGCCGGT GCTCGATGT CATGGAGAAAGAGGGCGAAGCTCAGAAC 1200
BhI S A i L 1200
Bhi S2P- i L 1200
J&29 GAGGAGGCAGGT GAACCCGAAGT GECCGOGECT CCCAAGGCGCCT GAGAGT GAAAAT GBCGAACT CGCAGACCAAGTAGA 1280
Bhi S A- i L 1280
Bhi S2P- i L 1280
J&29 TGGTGCTTCAACT GT GGCCT CAACGGAAAT GGGCGAAGAGGAGT CTCTCGAAGCTCCTAAAGGCACGCAGGATTTGATGC 1360
Bbi SIA-i ... Ao G 1360
Bbi S2P-i ... Ao G 1360
J&9 ACGAAGAT GAGGAGCAGGAACCCGAAT CTGACGAAT TGCCT GCCAAGAGGAAGCGTAAAGCT TCAAGCACAGGECTACAAA 1440
Bbi SIA-i ... T T A, 1440
Bbi S2P-i ... T 1440
J&9 AAGT TCTTCAAGAACAT CTTGGACACCGGT GCAAT TAAGGAT GCCGCTAGCCGCAT CGGGT TCCCGAAGAAGTACTTCAA 1520
Bbi SIA-i ... .. G Ao G........ 1520
Bbi S2P-i ... G.. .. Ao Ao G........ 1520
J&29 ACGATCGTCGTAA 1533

Bbi SIA-i  ............. 1533

Bbi S2P-i ... ... 1533

Alineamiento de la secuencia nucleotidica de ldore@ carboxi-terminal del gemap-1c

completo de las cepas de referenci@dbigemina

10 20 30 40 50 60 70 80
N U P BN DU BN DR DR DR DS D DN B DN B DR
JG 29 AGAGT GAAAAT GEOGAA GACCAAGTAGATGGTGCTTCAACTGT CGGAAAT GGGCGAAGAGGAGT
BDIAVE oot A C....
Bhi AHLO L e A ..., C....
BDI IV oot
Bhi | VD A ..., C....
Bhi S A- T L e A ..., C....
BDI STA oo A ... C....
BDI S2A A ... C....
Bhi MLA L A ..., C....
BDI S2P- 1 oot A, C....
BDI S2P A ... C....
BDI S3-1 oo A ... C....
BDI S3 o A, C....
Bhi MLP L A ... C....

Bhi VR P Ao C....



JG 29
Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

JG 29
Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P

JG 29
Bbi Avc
Bbi AH19
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi M2P
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90 100 110 120 130 140 150 160

R PR DT DU U D R BT B DR B DU DN DU D B
CTCGAAGCTCCTAAAGGCACGCAGGAT TTGAT GCACGAAGAT GAGGAGCAGGAACCOGAAT CTGACGAATT

170 180 190 200 210 220 230 240

R PR DU DU R DR B BT B D D DR DN DU D B
GGAAGCGT AAAGCT TCAAGCACAGGCTACAAAAAGT TCTTCAAGAACAT CTTGGACACCGGT GCAAT T AAGGA

250 260 270 280
T T P R PR B [

CTAGCCGCATCGGGT TCCCGAAGAAGTACTTCAAACGATCGT CGT!
........... A G
........... A G
........................ G.... ..
........... A G
........... A G
........... A
........... A G
........... A G
........... A G
........... A G
........... A G
........... A G
........... A G
........... A G

[1.4. ITS.

Alineamiento de la secuencia nucleotidica de losat moleculares obtenidos para las regiones

intergénicas ITS-1y 2 para el clon biolégico Bb2A

Cl onl Bbi 2A2 AGTCGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGGAAGGATCATTCACATT

Clon2 Bbi 2A2 ..
CloN3 Bbhi 2A2 .

Cl onl Bbi 2A2

ATTGITTGCCGT TTCGECGT GCGCTGGTCG

FlTs-1
80
80

Clon2 Bbi2A2 |...... o T.

Clon3 Bbhi2A2 [....... G e e e e e e e e T. ...

159
160

160




Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bhi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bhi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

Cl onl Bbi 2A2
Cl on2 Bbi 2A2
Cl on3 Bbi 2A2

-123 -

GCCCTTGCCTTTTGCTCEEGECTGCCOGECGT TTTCGCTGEEECGT TGCCTCCTCTCACCCCGT GCTCGCGT TGTCGTCGC

39
40
R40

B16
320
320

396
400
400

480

560

..................................................................... G..G....

635
640
640

715
720
720

795
800
800

Il. 5. Secuencias repetitivas.

Alineamiento del minisatélitms4135de las cepas de referencia.

Conti g4135
J&X9

Bbi Avc
Bbi H19
Bbi | Vc
Bbi | Mo
Bbi S1A-i
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P- i
Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3
Bbi MLP
Bbi 2P

Conti g4135
J&29

Bbi Avc

Bbi H19

Bbi | Vc

Bbi | Mo

Bbi S1A-i
Bbi S1A

10 20 30 40 50 60 70 80
S RN PN PR D D B IR I DI B DI DI B D B
MAL PRDL PSEDSEEEL DGDEED- - DDDDDDDDDDDD- DEDL DDGSDEEEEDAGT KKGASWGEKKL
...................... DG E..NE... DEG..G-EL....YG.S....... ... 0. ...
................... “GE--..-G..GE ..-DGEEGDE L....YED. Sevvvoraeianennnn,
...................... - GG..G...-DGEEGDE L....YGD. S\ oeirennannn,
...................... DG..G..GE ..-DGEEGDE L. ... YGD. S voeeeannannnn..
...................... DG..G..GE ..-DGEEGDE L....YGD. S voreeannannn..
...................... DG..G..GE ..-DGEEGDE L....YGD. S \oseannnann..
...................... DG..G..GE ..-DGEEGDE L....YGD. S \oeeannannn..
............................... G..-DGEEGDE L. ...YGD. S\ oo,
............................... G..-DGEEGDE L. ...YGD. S\,
...................... DG ..GE .NE ..-EG..G-E L ...YGD. S oo,
...................... DG .. GE...GEEG..G-E L ...YGD.S o \oureirannninni..
......... D.........G--..EG..EE...-ED.EEGDE.L....YG.S.......Divrrerenrnn...
......... D.........G--..EG..EE...-ED.EEGDE.L....YG.S.......Divrrvrnrnn...
90 100

Y PR R
GAYYDEGSEESSDDEDI NDRI

ITS-2
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Bbi S2A
Bbi MLA
Bbi S2P-i ...
Bbi S2P
Bbi S3-i ..
BbiS3 .
Bbi MLP
Bbi MP

Alineamiento del minisatélitms4177de las cepas de referencia.

10 20 30 40 50 60

N DU DU ERUR DU B DR DR DR DS DR DS B
Cont i g4177  NDLFPFYHHHHHHHHHHHHHHYHRHNHPYVL VRSHRYMCL PSYTFVYVYT- El GRNI RCRLPTSE
J&9 L Yoo e R..... 1T W,
Bbi Ave ... e e e e
BbiHI9 ... e e e e
Bbi | vc T Yoo, L R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi | M oL Yoo e R..... [ W,
Bbi S1A-i T e R..... 1T W. o
Bbi S1A PO L R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi S2A PO L R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi MLA oL e R..... 1T W,
Bbi S2P-i FE T e R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi S2P T e R..... [ W,
Bbi S3- i L Yoo SeeYo R..... 1T W,
Bbi S3 T Y..... R A R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi MLP T Yoo, -Y.oo . R..... 1T o W. ... ... ...
Bbi M2P oL Yoo Yo R..... [ W,

10 20 30 40 50 60 70 80

R PR PR DR DR DR DR P P U D B D P
Conti g4179 LLLROHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH: - - - - - - - - - - m o e e e e e e e e e | LSVFQRHRTHS
Bbi J&29 J T - R = i i L...........
BOI AVE  vee et e e e e e e e
BOI HLO oottt e e e e e
Bbi | Ve
Bbi | Mo
Bbi S1A-
Bbi S1A
Bbi S2A
Bbi MLA

H

H

HR oo HHHHHHHHHHHH- - - < - < - - oo Lot
H
H
....H
Bbi S2P- i ....H
H
H
H
H
H

..................... HHHHHHHHHHHH - - - - - - - e L
..................... HHHHHHHHHHHH - - - - - - - oo e e oo L

Bbi S2P
Bbi S3-i
Bbi S3

Bbi MLP
Bbi M2P

S HHHHHHHHHHHHHH - - < < - = < < <o oo oo Lo,
..................... HHHHHHHHHHHHHH < - - < < - oo oo ooeo oo L

el
Conti g4179 LNCRLTPFLKTP
Bbi J&R9 ...
Bbi Ave ...,
Bbi HI9 ............
Boi IVE il
BoilM L
Bbi SIA- I .o
Bbi SIA ...l
Bbi S2A ...l
Bbi MIA ...
Bbi S2P-i il
Bbi S2P ....P....R

Bbi S3- i ....P....R

Bbi S3 P R
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Alineamiento del minisatélit!!S2737de las cepas de referencia.

10 20 30 40 50 60 70 80

S RN PN PR D D B IR I DI B DU DI B D B
Conti g2737 M_KAVGYGEPVCPAG GASDVRKAFNLMEVDI FTTLYDLGGFWAFYGDKNAANSKSLRDVAPADSVEGEG - - - - RVGEE
29

Bl AV C e
Bhi HLO L
Bhi | VG e
Bhi | VD e
Bbi SIA- I E RVGEG. . . ..
Bbi SIA E RVGEG. . . ..
Bbi S2A E e RVGEG. . . ..
Bbi MLA e E e RVGEG. . . ..
Bhi S2P- i RVGEG. . . ..
Bhi S2P e RVGEG. . . ..
Bhi S3-0 e e RVGEG. . . ..
Bhi S8 RVGEG. . . ..
Bhi ML e RVGEG. . . ..

Bhi VR P RVGEG. . . ..
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