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JUSTIFICACION

El sindrome febril inespecifico es uno de 10s signos clinicos que se¢ presenta
en una diversidad de enfermedades tanto autoinmunes, bacteriales, virales, asi como

también parasitarias.

La Babesiosis es una enfermedad producida por el parisito de la familia
Babesia, este parasito desencadena una diversidad de padecimientos en el ser
humano, entre ellos, el sindrome febril inespecifico cuyo patégeno es Babesia
microti; cuando este pardsito intraeritrocitico se introduce al huésped es dificil su

diagnéstico, por tal motivo, ha sido poco estudiado.

Babesiosis es una enfermedad de dificil diagnéstico por lo que no s puede
emitir un diagnéstico basado solamente en un frotis sanguineo, se deben emplear
técnicas serolégicas principalmente Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), siendo esta
la més utilizada en estudios realizados, otras técnicas para su diagndstico son
Enzimoinmunoanilisis de Absorcion (ELISA), cultivo Jn Vitro y Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR).

La presencia de Babesia ha aumentado progresivamente, tanto en Europa
como en Estados Unidos de Norteamérica y en otros paises por lo cual desde 1976, la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la clasificé como una zoonosis.

A nivel nacional se tienen pocos datos epidemioldgicos del parasito Babesia.
Osorno y colaboradores en 1976 encontraron anticuerpos contra una especie
indeterminada de Babesia en muestras de residentes rurales de México. En el Estado
de Sonora, no hay registros de estudios de este tipo, por tal motivo, es de nuestro
interés detectar la presencia de Babesia microti mediante el método de
Inmunofluorescencia Indirecta en pacientes que presentan el Sindrome Febril

Inespecifico en la Region Sur del Estado.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre el sindrome febril inespecifico y la deteccion de

anticuerpos contra Babesia microti en pacientes provenientes del Sur del Estado de

Sonora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar la presencia de anticuerpos de tipo IgM contra el antigeno de

Babesia microti mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.

» Determinar la presencia de anticuerpos de tipo IgG contra el antigeno de

Babesia microti mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.
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HIPOTESIS

El sindrome febril inespecifico estd relacionado a la presencia de
anticuerpos contra el antigeno de Babesia microti en pacientes

provenientes del Sur del Estado de Sonora.
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RESUMEN

La Babesiosis es una zoonosis ocasionada por el parésito del género Babesia
este requiere de un huésped invertebrado y uno vertebrado para asegurar su cadena
de transmision. La mayoria de las Babesias son transmitidas por garrapatas del
género Ixodes. En los vertebrados el pardsito vive en el interior de los glébulos rojos

y la infeccién produce una respuesta inmunologica.

En esta investigacién se determiné la relacion del sindrome febrit inespecifico
y la deteccién de anticuerpos contra Babesia microti, en pacientes provenientes del
Sur del Estado de Sonora. Se analizaron 117 sueros de pacientes que presentaban
sindrome febril inespecifico, procedentes de los municipios de Navojoa,

Huatabampo, Etchojoa, Alamos, Hermosillo y Obregén.

La presencia de anticuerpos séricos IgG e IgM especificos anti-Babesia
microti s¢ llevd a cabo por el método de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

utilizando el kit (Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA).

Se encontrd una seroprevalencia total de anticuerpos IgG e IgM anti-Babesia
microti de 83.26% (98/117), en donde 36.73% fueron hombres y 63.26% mujeres, lo
cual indica, que el pardsito se encuentra presente en la Regién del Sur del Estado de
Sonora. Por tal motivo, es importante ampliar la investigacion para determinar las

repercusiones en salud publica.



PROTOZOARIOS

Parasito son todos aquellos seres que viven a expensas de otro causandole
perjuicio o enfermedad, tradicionalmente, este nombre se ha reservado a los protozoos y
los helmintos que viven temporalmente o de manera permanente en el hombre, Ia
mayoria de los cuales le ocasionan enfermedad. El parasitismo, como los otros tipos de
simbiosis, implica imprescindiblemente una interrelacion intima entre las dos especies y
es este contacto estrecho y prolongado el que diferencia al parasitismo de las actividades

predadoras de los no parasitos (Prats, 2007).

De acuerdo a diversas investigaciones se estima que son aproximadamente
45,000 especies de protozoarios. Se encuentran practicamente en todos los habitats en
que hay vida, formando parte de las cadenas alimenticias. Los protozoarios poseen un
papel muy importante en la salud del hombre y de los animales: paludismo,
piroplasmosis, amibiasis, coccidiosis son ejemplos de importantes enfermedades en el

mundo (Quiroz, 2005).

Los animales domésticos también se ven atacados por algunas especies de
protozoarios asi como los animales silvestres. La importancia biolégica de muchas
especies es actualmente una herramienta indispensable para la biologia molecular. Como
modelos celulares se utilizan en investigacién biomédica y aun como agentes para el
control biolégico contra ciertos insectos vectores de importantes enfermedades. Su
velocidad de reproduccién, su tamaifio, su abundancia y facilidad de obtencién, su
adaptabilidad fisiolégica, la facilidad de cultivo asi como su similitud estructural y
funcional con las células de organismos multicelulares los hacen material valioso para el

avance de la ciencia (Lépez, 2005).



Generalidades de los Protozoarios

La etimologia de la palabra protozoario significa “primer animal”. Esto indica
que un protozoario es el tipo de animal mds simple, sin embargo, si se valora su
estructura y funcién se puede decir que su unidad fundamental representa el tipo de
células mas complejo ya que pueden desempefiar todas las funciones que realiza

cualquier organismo vivo (Calderén, 2004).

Los protozoos son microorganismos unicelulares eucariotas con un tamafio que
oscila entre 3 y 100 um. Carecen de pared celular rigida y tienen movilidad. Poseen un
metabolismo heterdtrofo, los dos mecanismos de obtener sus nutrientes organicos son
por absorcién o por fagocitosis (Vifiafane, 2008). El color también varia mucho, hay
especies verdes porque tienen clorofila, o porque albergan algas en simbiosis, aunque la
mayoria son transparentes. Los protozoarios son seres cosmopolitas que se encuentran
en todos los medios en donde exista humedad, aunque hay especies que prefieren nichos
o microhdabitats dentro de los grandes ecosisternas (Lopez, 2005). Algunos parasitan

células histiocitarias y otros diversos tipos de células fijas (Apt y Werner, 2013).

Los protozoarios son transmitidos mediante la picadura de un artrépodo & por
ingestion cuando el parasito se encuentra en fase de infeccion. La forma de reproduccion
sugiere dos formas en el insecto: asexual (fisidon binaria) o sexual, produciéndose formas

intermediarias que varian al parasito adulto (Méndez, 2002).

La clasificacién se basa en sus caracteristicas morfologicas, fisiologicas y de
reproduccion. En los ultimos afios también se han utilizado como criterio taxondmico

diversos datos aportados por la biologia molecular (Vifiafane, 2008).

La forma mds simple y rdpida de agrupar a los protozoarios es observando su
manera de moverse. La locomocion la llevan a cabo mediante flagelos, cilios,
seuddpodos o simple flexion del cuerpo. Asi, la primera clasificacion que puede hacerse

de estos organismos es con base a su organulo de locomocion. Pero como hay especies



que presentan simultaneamente flagelos y seudépodos deben tomarse en cuenta también
los ciclos de vida, el tipo de nucleo y el tipo de reproduccién. El hébitat, aunque
importante para ubicar algunas especies, no es caricter taxondmico. La clasificacion
propuesta por Lee y cols.,, en 1985 sigue utilizindose hasta la fecha, instrumento que

agrupa a los protozoarios en seis Phyla, ver Tabla 1 (Lépez, 2005).



Tabla 1. Clasificacion del reino Protozoa (Lee y cols., 1985; Lopez, 2005).

Phylum ] Género

| Phylum Sarcomastigophora !
| Phylum Labyrinthomor phora

Phylum Apicomplexa Plasmodium

Isospora

| Criptosporidium

I Sarcocystis
Toxoplasma
Babesia

; Preumoc ytis

| Phylum Microspora

Phylum Ascetos pora

Phylum M yxozoa

!
Phylum Ciliophora ! |

—_— | Fr—




Género Babesia

Los hemoparasitos Babesia pertenecientes al filo Apicomplexa son los segundos
pardsitos transmitidos por la sangre de los mamiferos después de los tripanosomas. Fue
Victor Babes quien a finales del siglo XIX primero descubrié los microorganismos en
los eritrocitos de ganado en Rumania y les asocia con hemoglobinuria bovina o fiebre
agua roja. Cinco afios més tarde, Smith y Kilbourne establecieron Pyrosoma mas tarde
rebautizado Babesia bigemia como el agente causal de Texas Cattle Fever, un hallazgo
de importancia histérica porque este piroplasma fue el primer patégeno transmitido por
artrépodos reconocido de los vertebrados. Una infeccidén por Babesia divergens fatal en
1956 fue el primer caso confirmado de Babesiosis humana y, desde entonces, la
Babesiosis aparecié a la vista como una zoonosis potencialmente mortal en los seres
humanos. Desde entonces, recién Babesia con potencial zoondtico reconocido seguird
surgiendo en todo el mundo y el impacto econdmico sustancial de Babesiosis en el
ganado y los animales de compafiia, especialmente en los trdpicos y subtrdpicos es en
curso (Hundfel y cols., 2008).

En los eritrocitos las Babesias aparecen bajo el aspecto de pequefios elementos,
piriformes u ovales y con un nicleo excéntrico, que recuerdan los anillos de los
plasmédidos y que se dividen, binariamente, en dos formas semejantes a la progenitora o
en cuatro células hijas que suelen disponerse en forma de cruz de Malta, en la Figura 1
se muestran las formas aisladas (1-3) y en divisiéon (4-6) de trofozoitos de diferentes
especies del género Babesia en los eritrocitos de sus hospedadores vertebrados
(Berenguer, 2006). El tamafio de las Babesias oscila entre 1.5um a Sum y para efectos
practicos se ha acordado que toda Babesia superior a 2.5um es considerada una Babesia
grande y aquellas menores de 2.5um son Babesias pequeiias (K jemtrup y Conrad, 2006;
Melendez, 2000; Paniker, 2013).



Los agentes etiologicos de la Babesiosis en animales y hombre, se transmiten por
vectores principalmente las garrapatas. Se conoce que los paréasitos de ésta familia han
ocasionado enfermedades en los animales domésticos, Babesia spp ha surgido
recientemente como una creciente preocupacion de salud publica para los seres humanos

(Leiby, 2011).

Mas de 100 especies de Babesia infectan a una amplia variedad de animales
salvajes y domésticos, pero sélo unos pocos han sido documentados para infectar
humanos (Vannier y Krause, 2012). Aunque las especies de Babesia son por lo general
especificas para su huésped, es posible que una sola especie de Babesia infecte a mas de
un huésped vertebrado, como se puede observar con Babesia microti (roedores y el
hombre) y Babesia divergens (bovinos, hombre y gerbiles) como se muestra en la Tabla

2 (Izquierdo y Avellaneda, 2004).

Se ha descrito en la literatura, que Babesia bovis, B. divergens y B. bigemina,
afectan mas a pacientes esplenectomizados, ancianos e inmunosuprimidos, mientras que
Babesia microti se presenta mas en personas inmunocompetentes (Delmoral y cols.,
2009). Recientemente se han aislado dos nuevas especies de Babesia en los Estados
Unidos, la denominada WA-1 y la MOI, que aunque son muy parecidas con B. microti,

difieren en sus caracteristicas genéticas (Hernandez, 2006).

La garrapata vector para las especies descubiertas mas recientemente WAI no
se conoce. Hay unos pocos candidatos, sin embargo, las garrapatas Variabilis
Dermacentor, Ornithodoros coriaceus, e Ixodes pacificus se encuentran en zonas donde
s¢ han producido casos de infeccion WAL El depésito huésped vertebrado para WAI
también se desconoce. WAI estd més estrechamente relacionada con el patégeno canino

Babesia gibsoni (Homer y cols,, 2000).



Figura 1. Piroplismidos de Babesia (Berenguer, 2006).



Tabla 2. Principales especies de Babesia de importancia médica (Rodriguez, 2007).

;_ Especie Hospederos ! Loealizacion !
i E Geografica I
| I
| | _ |
| B. microti Roedores y humanos | Cosmopolita
- |
B. divergens Vacunos y humanos Europa
FEspecie relacionada con Perros y humanos Africa, Asia y EUA
B. gibsoni - B. WAl !
Especie relacionada con Diversos mamiferos y Cosmopolita
B. divergens — B. MO1 humanos '
FEspecie relacionada con Diversos mamiferos y Cosmopolita
B. microti — B. TW{ : Humanos
B caucasica | Animales y humanos Cosmopolita 5
| | |
| | S I '
| B canis ' Animales domésticos y ! Cosmopolita E
; |
! ] humanos l
I. - 5 |
[ | .
| B CAI-CA4 Humanos Cosmopolita |
O — - J




BABESIA MICROTI

Una de las especies de distribucion mundial y que es de preocupacion para la
salud publica es el parasito B. microti el cual ha ocasionado el mayor nimero de
Babesiosis en humanos, son transmitidos a través de la mordedura de artrépodos del

género Ixodes ¢ accidentalmente durante transfusiones (Hong y cols., 2014).

El vector primario de esta especie es la garrapata [xodes scapularis. El
reservorio primario para B. microti es el raton patas blancas (Peromyscus leucopus)
(Vannter, 2008; Moro y cols., 2002). En la Tabla 3 se sefiala la Taxonomia del parasito

Babesia microti.

Morfologia

Las Babesias son parasitos exclusivos de los globulos rojos; cuando se
encuentran en fase de trofozoito son pleomoérficos, pueden presentar forma anular,
ameboide o piriforme (uni, bi, tetra o poligeminadas), generalmente en pares. Las
formas de anillo o anulares con un punto de cromatina diminuto y una cantidad minima

de citoplasma como se muestra en las Figuras 2 y 3.

Los merozoitos pueden ser esféricos u ovales ¢ piriformes, que se encuentran en
pares. Pueden ser confundidas con los parasitos de la malaria, particularmente
Plasmodium falciparum. Sin embargo Babesia no forma pigmento y no causa

alteraciones en la morfologia o tincién del globulo rojo (Rodak, 2005; Paniker, 2013).

Babesia microti forma parte del grupo de las Babesias pequefias, su tamafio es

menor a 2.5 um.



Tabla 3. Taxonomia del parasito Babesia microti (Paniker, 2013).

Reino Protozoa

Filo Aplicomplexa
Subfilo Esporozoea
Clase Piroplasmia
Orden Piroplasmida
Familia Babesiidae
Género Babesia
Especie Microli
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Eritrocito

Etapa del anillo

Figura 2. Trofozoitos de Babesia microti en frotis de sangre humana (Paniker, 2013).

Figura 3. Babesia microti en tincién Giemsa (Hundfel y cols., 2008).
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Ciclo Biologico

El ciclo de vida de Babesia microti incluye dos huéspedes, un huésped
invertebrado, la garrapata (fxodes scapularis) y un huésped vertebrado, el ratén patas

blancas (Peromyscus leucopus) (Homer y cols., 2000).

Babesia microti se somete a cambios de desarrollo dentro de sus huéspedes
(Vannier y Krause, 2012). Implica la reproduccion asexual merogonia en los eritrocitos
de los huéspedes mamiferos y la reproduccion sexual esporogonia en el vector

artrépodo (Paniker, 2013).

Vector: garrapata (/xodes scapularis). Cada una de las tres fases activas del ciclo
de vida de Ixodes scapularis (larva, ninfa y adulto) toma sangre de un huésped
vertebrado para alimentarse y madurar a la siguiente etapa. El ciclo de transmisién
garrapata inicia en la primavera, cuando las hembras adultas ponen huevos que
eclosionan en larvas. A finales del verano, las larvas recién nacidas ingieren el parésito
Babesia microti cuando toman una comida de la sangre de un roedor infectado.
Posteriormente las larvas mudan a la etapa de ninfa. Las ninfas ya infectadas se
alimentan del roedor raton patas blancas (Peromyscus leucopus) y le transmiten el
pardsito. Las ninfas mudan a adultos que se alimentan del venado cola blanca
(Odocoileus virginianus) que es un anfitrién importante para la garrapata, pero no es un
depodsito importante para para B. microti. La hembra garrapata adulta pone huevos que
estan libres de B. microti (sin transmision transovérica) y el ciclo se repite, ver Figura 4
(Vannier y cols. 2008; Vannier y Krause, 2012).

Las larvas, ninfas y adultos pueden alimentarse de los humanos y asi transmitir el
parésito, pero las ninfas son el vector principal del parasito Babesia microti (Leiby,

2011).
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Huésped vertebrado: Es en el que se lleva a cabo la reproduccion asexual e
intraeritrocitica. Como la garrapata se alimenta de un huésped vertebrado, los
esporozoitos presentes en las glandulas salivales del artropodo se inoculan en el
huésped raton patas blancas (Peromyscus leucopus) y entonces los esporozoitos a
diferencia de otras Babesias, Babesia microti primero ingresa a los linfocitos y
posteriormente se diferencia en esquizontes multinucleadas (proceso asexual llamado
merogonia). Estos se diferencian en merozoitos, los cuales brotan fuera del esquizonte
y lisan la célula. Estos merozoitos o esporozoitos infectan los eritrocitos. El merozoito
invade el eritrocito a través de un proceso de invaginacién, formando una vacuola. La
membrana de la vacuola se desintegra gradualmente, y el pardsito se queda con la

caracteristica piroplasma definicion de una sola membrana (Rodriguez, 2007).

Dentro de los eritrocitos, la mayoria de los merozoitos se convierten en
trofozoitos y se dividen por fisién binaria esta reproduccién asexual produce maés
merozoitos, que lisan la célula y pasar a infectar eritrocitos adicionales (Homer y cols.,
2000). Cuatro parasitos pueden formar al mismo tiempo Babesia microti puede
someterse a dos divisiones sucesivas y a si dar lugar a una forma de cruz de Malta
(Vannier y cols., 2008). La reproduccion rapida destruye la célula huésped y conduce a
la hemoglobinuria en el huésped. Algunos trofozoitos se convierten en gametocitos
potenciales. Estos trofozoitos no se reproducen en este punto, sino que aumentan de
tamafio. Mas tarde, cuando se encuentran en el intestino de la garrapata, estos
gametocitos se transforman en gametos antes de salir de los eritrocitos en el interior
(Montes, 2012).

Huésped Invertebrado: En el artropodo Ixodes scapularis de género femenino
se produce el ciclo sexual, cuando ia garrapata se alimenta del ratén patas blancas
(Peromyscus leucopus) ingiere eritrocitos infectados. Los gametocitos se acutmnuian en ¢l
intestino de la garrapata y se diferencian en gametos. Los gametos se fusionan para
formar cigotos que migran a través del epitelio intestinal en la hemolinfa, donde

maduran en ooquinetes, ya en forma de ooquinetes se trasladan a las glindulas y



posteriormente ocurre un proceso de diferenciacion para la formacién de los

esporozoitos (Montes, 2012; Vannier y Krause., 2012).

Transmisién en el humano: El ser humano es un reservorio incidental, se
comprometen monocitos, macréfagos y distintas células del sistema endotelial. Se inhibe
la fusién del complejo fagosoma-lisosoma y se retrasa la apoptosis celular (Montes,
2012). Se puede adquirir la enfermedad cuando se introduce accidentalmente en el ciclo
natural del parasito, pues el hombre no hace parte del mismo, esto sucede cuando es
mordido por garrapatas infectadas, que introducen junto con la saliva los esporozoitos
directamente al torrente sanguineo para completar el ciclo, o en menor proporcién
también se transmite a Babesia microti por medio de transfusiones sanguineas a los

humanos ver Figura 5 (Rodriguez, 2007; Meléndez, 2000).
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Figura 4. Transmision de Babesia microti por Ixodes scapularis
(Vannier y Krause, 2012).
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Figura 5. Ciclo biologico de Babesia microti (Fuente: Rodriguez, 2007).
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BABESIOSIS

La Babesiosis, Piroplasmosis o “Fiebre de garrapatas” es una enfermedad
febril anemizante, causada por protozoo intracritrociticos del género Babesia (Wéjcik y
cols.,, 2006; Hernandez, 2006). Ademas segln datos reportados por la Administracion de
Alimentos y Drogas (FDA), Babesia microti es el patégeno de este género transmitido
mediante transfusiones sanguineas (Vannier y Krause, 2012). Debido al creciente
numero de casos de humanos infectados con Babesia spp, dzsde 1976 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido a la Babesiosis como una zoonosis
{Rodriguez, 2007; Meléndez, 2000).

Enfermedades transmitidas por diversos parasitos de Babesia ocasionalmente
afectan a los humanos, causando un espectro de la enfermedad que va desde una
infeccién subclinica y autolimitada, a la enfermedad febril grave con hemoglobinuria,
anemia hemolitica e insuficiencia renal (Centeno y cols., 2003). Ademas, para todas las
infecciones de Babesia en pacientes esplenectomizados, edad avanzada, de inmunidad
celular deprimida y coinfectados con VIH se asocian con un mayor riesgo de infeccion
sintomatica lo que desemboca a una enfermedad mas grave (Hundfeld y cols, 2008;
Brooks y cols., 2008; Hernandez, 2006).

Babesiosis necesita ser tomada en consideracién en dreas en las que la
Borreliosis de Lyme y la Ehrlichiosis humana se producen, pero la enfermedad también
se puede confundir con la Malaria (Centeno y cols., 2003; Rios y cols., 2006), por lo que
puede pasar desapercibida y en muchas ocasiones no ser diagnosticada, siendo entonces

una enfermedad poco estudiada y conocida (Delmoral y cols., 2009)
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Sindrome Febril Inespecifico

El sindrome febril es “la elevacién térmica del cuerpo como una respuesta
especifica, mediada por el control central, ante una agresidén determinada”. La fiebre es
provocada por procesos infecciosos, inflamatorios, neopldsicos o inmunolégicos. Se ha
llegado al consenso internacional para considerar fiebre a la temperatura corporal central
sobre 37.5°C (Ruiz y cols., 2010).

El sindrome febril es el mas frecuente e inespecifico, y estad definido como todo
paciente que tenga entre 5 y 65 afios con inicio brusco de fiebre y con menos de siete
dias de evolucién en el cual no se ha identificado signos o sintomas relacionados con un
foco infeccioso, siendo necesaria su notificacién obligatoria cuando afecta

conglomerados (Troyes y cols., 2006).

Ademias de la fiebre el sindrome febril incluye varias manifestaciones clinicas
asociadas (Pérez, 2013). Este signo clinico se acompaiia, casi siempre, de: taquicardia,
hipotensidn, polipnea, ocasionalmente anorexia, sed, retraso en €l vaciamiento gastrico,
cefalalgia, astenia, adinamia, insomnio o suefio intranquilo, aumento de la excitabilidad
neuronal, convulsiones, delirio, enrojecimiento facial, diaforesis, escalofrios, mialgias,
artralgias, disuria, entre otros (Palafox y Del Campo, 2011). Se reporta por los autores
que los signos y sintomas que acompafian a la fiebre son variados e inconstantes y

dependen del subjetivismo de cada individuo en particular (Guevara y Espinosa, 2008).

En 1998, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), propuso modificar el
sistema de vigilancia internacional de enfermedades de reporte obligatorio, bajo el

concepto de vigilancia sindrémica.
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Patogenicidad

La hemolisis de los eritrocitos infectados es principalmente responsable de
muchas manifestaciones clinicas ver Tabla 4. Hay acumulaciéon de parasitos en los

capilares del higado, bazo y rifiones, lo que conduce a la degeneracién celular y necrosis
(Paniker, 2013).

La gravedad de las infecciones por Babesia varia en los diferentes individuos; la
filtracion de la sangre en el bazo desempeiia una funcién importante en el control de la

infeccion al eliminar muchos de los parésitos conforme la sangre fluye a través del bazo
(Crowley, 2014).

El periodo de incubacién de la enfermedad varia de 1 a 6 semanas (Paniker,
2013; Vannier y cols., 2008; Izquierdo y Avellaneda, 2004; Homer y cols., 2000). La
infeccion post transfusién el periodo de incubacién puede ser el doble de tiempo
(Hernandez, 2006).

Sintomas v Signos Clinicos

La presentacion de la enfermedad Babesiosis puede ser desde un cuadro
asintomatico que por lo general es autolimitado hasta una infeccién fulminante que

puede ocasionar la muerte, principalmente en personas con alguna inmunodeficiencia
(Hernandez, 2006).

En las personas sintomaticas el cuadro comienza con fiebre moderada e intensa,
cefalea, escalofrios y diaforesis, mas tarde pueden aparecer otras manifestaciones
clinicas como son mialgias, artralgias, nduseas entre otras, ver Tabla 4. Los signos
clinicos suelen ser minimos, a menudo solo aparece fiebre, aunque puede observarse

también esplenomegalia y hepatomegalia (Baker, 2007).
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Tabla 4. Manifestaciones clinicas de la Babesiosis, signos y sintomas

frecuentes (Vannier y Krause, 2012; Hunfeld y cols., 2008; Hernandez

2006).

| Sintomas frecuentes:

4+

-

TR R S SRR S S I I S

Fiebre  moderada e
intensa

Cefalea

Escalofrios

Diaforesis
Posteriormente puede
aparecer:

Mialgias

Artralgias

Nauseas

Tos

Vomito

Dolor abdominal
Sudoracion nocturna
Anemia hemolitica
Hematuria (orina oscura)
Hiperestesia

Conjuntivitis

+

-+ - =+

*..

TSI S S

,_

Signos fisicos:

Hepatomegalia
Esplenomegalia

Palidez

Debilidad general
Anorexia

Ictericia (algunos casos)
Signos neurologicos:
Fotofobia

Alteraciones del sensoric vy |
labilidad emocional |
Depresion

Sintomas graves:
Insuficiencia y falla cardiaca
Falla renal

Falla respiratoria

Edema pulmonar
Coagulacién intravascular
diseminada

Infarto del miccardio
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Epidemiologia

La enfermedad de babesiosis humana es causada por la picadura de garrapatas y
raramente por transfusiones de sangre o infecciones transparentarias (Rodriguez, 2007).
Han ocurrido varios casos de Babesiosis adquirida por transfusién en los Estados Unidos

y ninguno reportado hasta el momento en Europa o en otro lugar (Homer y cols., 2000).

La mayoria de los casos de Babesiosis son debidos a Babesia bovis, B. divergens
0 B. microti (Rodriguez, 2007).

Actualmente la Babesiosis ha reemergido como una infeccién de amplia
distribucién global, si bien los casos se han reportado con mayor importancia en Europa

y en Norte América (Rodriguez, 2007; Homer y cols., 2000).

En Ameérica del Norte, la Babesiosis es causada predominantemente por Babesia
microti, Estados Unidos de América (EUA) es el pais donde se han reportado un mayor
nimero de casos, siendo registrados consistentemente en la regién norte de la costa este
del pais con casos esporadicos en Wisconsin, California, Georgia, Missouri, y Nueva
York (Rodriguez, 2007).

En Europa, la Babesiosis es mucho menos comiin pero mas letal; es causada por
el patogeno de la especie bovina Babesia divergens (Homer y cols., 2000). En dicho

continente también se han reportado pocos casos de infeccidon por B. microti y B. canis.

En los paises de Europa donde se ha reportado la Babesiosis incluyen:
Inglaterra, Bélgica, Escocia, Espafia, Francia, Irlanda, Rusia, Alemania, Suecia y
Yugoslavia, entre otros. En Asia la babesiosis se ha reportado en Taiwan, India, China,

Corea y Japén. En Africa ha sido reportada en Egipto y Sudafrica (Rodriguez, 2007).

Osorno y colaboradores 1976 encontraron anticuerpos contra una especie
indeterminada de Babesia en 38 de 101 muestras de residentes rurales de Mexico y
aislaron el parasito de tres muestras por inoculacién en hamsters, en dicho pais el estudio

de esta parasitosis ha sido escaso hasta la fecha (Rodriguez, 2007).
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Tratamiento

Los pacientes que experimentan Babesiosis sintomético deben recibir un curso de
la terapia antimicrobiana después de la confirmacién del diagndstico. Dos regimenes
antimicrobianos comunmente usados son altamente eficaces para los pacientes con
Babesiosis leve, se recomienda la administracidn de la combinacién de atovacuona y
azitromicina durante siete a diez dias por via oral en ¢l caso de inmunodeficientes se
administrara dosis de azitromicinas mas alta que las dosis dadas en la Tabla 5. La
combinacion de clindamicina y quinina durante siete a diez dias son utilizadas en
pacientes que presentan un cuadro grave de la enfermedad, la clindamicina se
administrara siempre que sea posible por via intravenosa. También debe ser considerada
para casos graves la exanguinotransfusion eritrocitaria parcial o completa (Fauci y

cols., 2009; Vannier y Krause, 2012).

Prevencion

Como medida de prevecién, evitar los sitios donde se encuentran las garrapatas,
ratones y ciervos. Es especialmente importante para las personas con mayor riesgo,
como asplénicos u otras personas inmunodeprimidas que viven en o viajan a areas donde
la Babesiosis es endémica, las personas que no pueden evitar tales 4reas deben usar ropa
de proteccion { manga larga y pantalones) y aplicar repelentes en la ropa que contengan

permetrina o N, N-diethylmeta- toluamida (DEET) (Vannier y Krause, 2012).
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Tabla 5. Tratamiento de la Babesiosis causada por Babesia microti (Fauci y cols., 2009).

l Agentes antimicrobianos | Dosis Frecuencia
1 |

AzitromiCina

Alovacuna

| La clindamicina

i Adulto: 500 a 1000 mg ' Enel dia 1

| 250-1000 mg  En dias posteriores

Nifios: 10 mg/kg (maximo | En el dia 1
| 500 mg/kg dosis)

| 5 mg/kg (maximo 250 mg/kg

= ' En dias posteriores
; dosis) '

Adulto: 750 mg | Cada 12 horas

| Nifios: 20 mg/kg( méximo | Cada 12 horas
750 mg/dosis)

Aduitos: 600 mg | Cada 8 horas

| Nifios: 7-10 mg/kg (méximo | Cada 6-8 horas
| 600 mg/ dosis) I

La administracion
| intravenosa

: | Cada6 horas
| Adultos: 300-600 mg

. e | Cada 6-8 horas
| Nifios: 7-10 mg/kg (maximo |

- 600 mg/ dosis)

' Adultos: 6350 mg | Cada 6-8 horas
Nifio: 8 mg/kg (méximo 650 | Cada 8 horas
' mg / dosis)



DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO

La principal técnica seroldgica para el diagnostico de anticuerpos contra Babesia
microti que infecta al humano es la Inmunofluorescencia Indirecta la cual no da
reaccion cruzada con Plasmodium ni con Rickettsias que ocasionan enfermedades
febriles en humanos. En paises desarrollados ademas s¢ ha ensayado la técnica de
ELISA y més recientemente a fin de identificar con precision la especie de Babesia que

infecta a humanos se ha usado la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Tinciones de L.aboratorio

Tincién Wright

La tincién de Wright es una técnica que se emplea generalmente para la
diferenciacion de elementos celulares de la sangre y es clasificada como una tincion
policromatica, dado que puede teflir compuestos 4cidos o basicos presentes en una célula
(Lépez y cols., 2014, Carr y Rodak, 2010). En casos clinicos donde hay presencia de
Babesiosis, el estudio de sangre periférica grueso y fino tefiido con Wright se utiliza para

detectar los paréasitos dentro del eritrocito (Ferri, 2006).

El resultado de la tincion puede ser influido por diferentes factores, como el valor
del pH de los colorantes y de la solucion amortiguadora, esto debido a que la tincion se
fundamenta en la relacién de las caracteristicas acido-base, y la variacion de estos
factores podria cambiar las caracteristicas tintoriales de la muestra a tefiir al verse

favorecida por caracteristicas mas 4cidas o bésicas (Lopez y cols,, 2014).

En la tinciones Wright y Giemsa los extendidos de sangre periférica deben
evaluarse empezando con el objetivo 10 x y terminando con el de inmersion en aceite

100 x (Rodak, 2004).
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Tincion de Giemsa

Es una modificacién de la coloracion de Romanowsky, resulta de la combinacion
de eosina y azul de metileno en una misma solucién. Esta técnica es utilizada en
hematologia para demostrar la diferencia entre el nicleo y el citoplasma de las distintas
células sanguineas y en microbiologia para la diferenciacién intracelular y extracelular
de pardsitos en sangre circulante, en particular de especies de Plasmodium 'y
Leishmania, para la observacion de formas levaduriformes de especies de Candida,
Histoplasma capsulatum y Pneumocystis jirovecii para la visualizacion de inclusiones
virales y para la observacion de especies de Mollicutes, Rickettsias y cuerpos

elementales de Chlamydia (Negroni, 2009).

Los parasitos de Babesia pueden observarse en los eritrocitos de extensiones

sanguineas con Giemsa (Lewis y cols., 2008).

Tincién Wright-Giemsa

Esta coloracién suele observarse para observar elementos celulares en frotis de
sangre periférica y de médula dsea. En microbiologia, esta tincion se utiliza con mayor
frecuencia para la deteccion de parasitos intraeritrociticos (Plasmodium, Babesia) y
exoeritrociticos (Trypanosoma, Micro filaria), inclusiones de Clamidias, entre otros

(Koneman y cols., 2006).

Enzimoinmunoanailisis de Absorcion (ELISA)

La técnica ELISA es exquisitamente sensible para detectar antigenos y
anticuerpos, ademads es extremadamente econdmica con respecto al uso de reactivos. El
analisis de inmunoabsorciéon unida a enzimas utiliza transportadores, en algunos casos
placas de poliestireno a las que se fijan los antigenos o los anticuerpos. Los fundamentos

son similares a los de la inmunofluorescencia y radicinmunoensayo, de la que se
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diferencia en que emplea anticuerpos (método directo) o antigammaglobulinas (método
indirecto) marcados con una enzima capaz de desarrollar una reaccién coloreada, en vez

de hacerlo a una molécula fluorescente o un isdtopo radiactivo (Siachoque, 2006).

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es la prueba mas
utilizada de un grupo de pruebas conocidas como enzimunoensayos. Hay dos métodos
basicos. El ELISA directo detecta antigenos y el ELISA indirecto detecta anticuerpos.
En ambos procedimientos se utiliza una placa de microtitulacién con numerosos pocillos

poco profundos (Tortora, 2007),

ELISA directo

Es una prueba que se usa para detectar la presencia de antigenos en una muestra
biologica. En esta prueba se absorbe anticuerpos especificos contra el antigeno a los
pocillos de la placa de microtitulacion. Cuando se agrega la muestra del paciente al
pocillo cualquier antigeno que contenga se unird al anticuerpo y serd capturado. El
pocillo se lava para eliminar el resto de antigeno no fijado. Luego, para poder visualizar
la prueba se agregan mas anticuerpos especificos contra el antigeno (estos anticuerpos
tienen una enzima adherida a ellos, lo que explica el término ligado a enzimas) y
reaccionaran con €l antigeno ya capturado para formar un “sandwich” de
anticuerpo/antfgeno/anticuerpo ligado a enzimas. Esta prueba positiva se detecta por el
agregado de un sustrato para la enzima ligada; se produce un color visible cuando la

enzima reacciona con su sustrato (Tortora, 2007).

ELISA indirecto

Esta prueba detecta anticuerpos en una muestra del paciente. Para este proposito
el pocillo de microtitulacion contiene un antigeno, el cual dependerd del tipo de
diagnéstico para el que estd disefiada la prueba. Se agrega la muestra del paciente al

pocillo, y sl contiene anticuerpos contra el antigeno reaccionaran con €l El pocillo se
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lava para eliminar los anticuerpos no fijados y se agrega el anticuerpo
antiinmunoglobulina humana unido a enzima. Posteriormente, se adiciona la solucion
que contiene el sustrato-cromogénico especifico de la enzima el cual cambiara de color
en funcién de la cantidad de anticuerpos conjugados con la enzima y cuya cantidad
depende de los anticuerpos del paciente que reconocieron al antigeno pegado a la placa
ver Figura 6. En otras palabras, la intensidad de coloracion es directamente proporcional

a la cantidad de anticuerpo del paciente unido al antigeno (Heméndez y Cabiedes, 2010).

Hay varias versiones de ELISA para la deteccion de varias especies de Babesia
incluyendo B. bovis, B. bigemina, B. divergens, B. caballi, B. canis, B. gibsoni y B.
microti, Evalia la presencia de anticuerpos anti-Babesia utilizando un conjugado anti-
IgG 17 con una enzima, por lo general de peroxidasa. Con esta prueba, es posible

detectar anticuerpos hasta cuatro afios después de una infeccion simple (Vasco, 2013).
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Figura 6. Técnica de ELISA (Hernandez y Cabiedes, 2010).



Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR, siglas de reaccién en cadena de la polimerasa, es una reaccion
enzimdtica i vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. La
cantidad de material que hace falta para el inicio de la reaccion es muy pequefia y solo es
necesario la cantidad de ADN contenida en una sola célula, esto le ofrece una alta
sensibilidad a la prueba (Izzeddin y cols, 2010). Se utilizan dos oligonucledtidos
cebadores (primers), situados en las proximidades de la secuencia diana que se quiere
amplificar, que deben ser complementarios a la regién de interés y generalmente Unicos
para el microorganismo de estudio, gracias a la accién de la ADN-polimerasa que tiene
la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células, formando asi nuevas
moléculas de interés en cuestién de horas (Teijén y Garrido, 2006; Voet y cols., 2009;

Tamay de Dios y cols., 2013).

Los elementos importantes en la reaccién son el templado o molde (ADN o
ADNc), la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucledtidos
trif osfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ién magnesio (Mg +), una
solucion amortiguadora o buffer y H20. Todos estos elementos interactian en tres
etapas principales de las que se compone la PCR: desnaturalizacién, hibridacion y

extension. (Tamay de Dios y cols., 2013).

1. Desnaturalizacion: En esta el ADN blanco de doble cadena se somete a una
temperatura de 90° a 95°C durante 30 segundos; permitiendo la separacién de las dos

cadenas.

2. Hibridizacién: En esta la temperatura de la mezcla se disminuye hasta alcanzar
la temperatura adecuada para favorecer €l apareamiento de los primers con la secuencia
blanco, lo cual generalmente ocurre entre 45 a 55°C (dependiendo de la temperatura de

Fusién o Tm de los primers) durante 20 a 30 segundos
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3. Elongacién o extension: En este la temperatura de la mezcla se eleva hasta 72
°C para que la Taq polimerasa (DNA polimerasa) comience el proceso de extension en
direccion 5° a 3° agregando los nucledtidos correspondientes, obteniéndose la hebra
complementaria de DNA. En cada ciclo de PCR se duplica todo e| ADN presente en la
reaccion, de manera que en unas pocas horas se obtienen millones de copias de un solo

fragmento.

La técnica de PCR ha demostrado ser muy util en el diagnéstico de wvirus,
parasitos y bacterias de dificil cultivo; porque ofrece un diagnodstico confiable, mas
rapido y menos laborioso que los cultivos normales de este tipo de microorganismos,
ademas de que cada una de estos grupos posee ADN o ARN, como material genético
(Izzeddin y cols., 2010).

Una técnica de Biologia molecular como la Reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR) es util para el diagndstico de Babesia microti, la cual permite confirmar la
parasitosis (Apt y Werner, 2013; Wojcik y cols., 2006).

Cultivo In Vitro

El éxito continuo in vitro de Plasmodium falciparum por Trager y Jensen,
proporciond una gran ayuda para el cultivo in vitro de protozoarios. Sin embargo
muchas especies de Babesia no fueron realmente adaptables a las condiciones definidas
para el parasito malarial, y solamente B. microti pudo ser cultivada bajo las mismas

condiciones de P. falciparum (Viera, 2004).

Los eritrocitos son las células blanco de Babesia, que proporcionan los
requerimientos metabolicos adecuados para su crecimiento y reproduccion del parasito.
La importancia y aplicaciones del cultivo in vitre de Babesia ademas de la obtencion de

cepas atenuadas para la inmunoprofilaxis permiten realizar estudios para: la obtencion

de clonas, de comportamiento metabdlico y reproductivo de las Babesias, de
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ultraestructura, y obtencion del antigeno para diagnostico y pruebas de sensibilidad de

drogas entre muchas otras aplicaciones (Rojas y cols., 2009; Fraga, 2010).

Inmunotransferencia (Western Blot)

La principal ventaja de esta técnica es la posibilidad de separar el o los antigenos
proteicos de una mezcla compleja de acuerdo a su peso molecular (Gémez y cols.,
2007). La técnica de inmunotransferencia o Western blot es un sistema rapido y muy
sensible para la deteccion y caracterizacion de proteinas que se basa en la especificidad
de reconocimiento entre antigeno y anticuerpo. Implica la separacién por electrof oresis
por el sistema SDS-PAGE y una transferencia cuantitativa e irreversible a una
membrana de PVDF de las proteinas de una mezcla compleja (lisado total celular). Los
antigenos que se han transferido a la membrana son reconocidos por anticuerpos

monoclonales o policlonales especificos de ellos (De la fuente y cols., 2007).

El procedimiento de la técnica estd marcado por tres etapas como lo muestra la
imagen: separacién de proteinas por electroforesis, transferencia de papel de

nitrocelulosa € Inmunodeteccion, ver Figura 7.
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Microscopia de Campo Oscuro

El microscopio de campo oscuro es una técnica de contraste que emplea un
condensador especial que es practicamente opaco, excepto una pupila circular en la
periferia del lente frontal y que ésta proyecta un cono hueco de luz sobre la muestra.
Como resultado de ello los tnicos rayos que llegan al objetivo son aquellos que hayan
sido difractados al incidir sobre la muestra. Sin la muestra en el lugar el campo
apareceria negro debido a la ausencia de luz. Sin embargo donde hay detalles finos en la
muestra se produce la difraccién de la luz en todas las direcciones. El objetivo recoge
esta luz y se observan detalles luminosos sobre un fondo negro como se observa en la

Figura 8 (Rodak, 2002; Gamazo y cols., 2005).

Microscopia de Fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es un microscopio Optico capaz de iluminar la
muestra con una luz cuya longitud de onda puede variar debido a su paso por un filtro de
excitacion. Este filtro transmite exclusivamente la luz de excitacion de la muestra que
presenta la longitud de onda seleccionada (Vazquez y cols.,, 2010). Las técnicas de
inmunofluorescencia permiten identificar microorganismos en muestras clinicas y
detectar la presencia de un anticuerpo especifico en el suero, estas técnicas combinan
colorantes fluorescentes como el isocianato de fluoresceina con anticuerpos para
conferirles fluorescencia cuando se exponen a la luz ultravioleta estos procedimientos
son rapidos sensibles y muy especificos, hay pruebas de Inmunofluorescencia directa e

indirecta (Tortora y cols., 2007).



Inmunofluorescencia directa

Este método serolégico suele utilizarse para identificar un microorganismo en
una muestra clinica durante este procedimiento la muestra que contiene el antigeno por
identificar se fija sobre un portaobjetos. A continuaciéon se agregan anticuerpos
marcados con fluoresceina y tras una breve incubacion del portaobjetos se lava para
eliminar todo el anticuerpo no unido al antigeno, luego se examina con un microscopio
de fluorescencia a fin de determinar la fluorescencia amarillo verdosa, ver Figura 8
(Tortora y cols., 2007).

Inmunofluorescencia indirecta

Esta prueba se utiliza para detectar la presencia de un anticuerpo especifico en el
suero tras la exposicion a un microorganismo. A menudo son mds sensibles que las
pruebas directas. Durante este procedimiento se fija un antigeno conocido sobre un porta
objetos, a continuacion se agrega el suero de prueba que si estd presente el anticuerpo
especifico contra ese microbio, reaccionara con el antigeno hasta formar un complejo.
Para que este complejo antigeno-anticuerpo pueda verse se agrega al portaobjetos una
anti-inmunoglobulina sérica humana. Un anticuerpo que reacciona especificamente con
un anticuerpo humano marcado con fluoresceina. La anti-IgSH solo estara presente si el
anticuerpo especifico ha reaccionado con su antigeno y por consiguiente también estd
presente. Tras la incubacién y el lavado, el portaobjetos se examina con un microscopio
de fluorescencia, ver Figura 9. Si el antigeno conocido fijado al porta objetos aparece
fluorescente significa que hay anticuerpos especificos contra el antigeno de prueba
(Tortora y cols., 2007).
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(Gémez y cols.. 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio v Poblacion de Muestra

Esta investigacion comprendio la poblacion de Ia Regién Sur de Sonora, Figura
10. En habitantes provenientes de los municipios de Huatabampo, Etchojoa, Navojoa,
Alamos, Obregon y Hermosillo, ademés se incluyeron comunidades colindantes a estos
sectores como son Yavaros, Tocorobampo, Las Guayabas, El Recodo, entre otros. Se
estudiaron un total de 117 pacientes que presentaron Sindrome Febril Inespecifico que
acudieron al Laboratorio de Investigacion de Zoonosis y Enfermedades Tropicales de la

Universidad de Sonora Unidad Regional Sur.

Criterios de Inclusion

Seleccion de todos aquellos pacientes que al ser evaluados mediante atenciéon médica

especializada se les diagnosticd un cuadro clinico de Sindrome Febril Inespecifico.

Criterios de Exclusion

Seleccion de todos aquellos pacientes que al recibir atencidon médica no presentaban la

sintomatologia de un cuadro clinico de Sindrome Febril Inespecifico.
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Region del Sur de Sonora

Figura 10. Representacién del Sur del Estado de Sonora (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia INEGI).
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Diagnéstico de Sindrome Febril Inespecifico

La seleccion de los pacientes fue a aquellos individuos que presentaron un
cuadro de Sindrome Febril Inespecifico. Por lo tanto, el médico realizd una exploracién
fisica, asi como también se le hizo un formulario epidemiolégico como el representado
en la Figura 11, que indagé en aspectos como la edad, sexo, domicilio, antecedentes
familiares, antecedentes clinicos, ocupacion, aspectos asociados al riesgo de infeccion
por vectores transmisores como la convivencia con animales domésticos y sintomas

clinicos presentados en los dias habiles en los que se le realizé el test.

Toma de Muestra

Posterior a la aplicacién del formato de pacientes con Sindrome Febril
Inespecifico en el Laboratorio de Investigacién de Zoonosis y Enfermedades Tropicales
(LIZET, JL-302 de la Universidad de Sonora, Unidad Regional Sur) se extrajo una
muestra sanguinea en ayunas; recolectando el espécimen en tubos con y sin
anticoagulante EDT A. Diversas muestras hematicas, fueron recolectadas y transportadas

por otras instituciones al laboratorio con el interés de formar parte de este estudio.
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Extraccién de Muestra de Sangre Perif érica

Primeramente se examinaron los datos del paciente para constatar que el formato habia
sido correctamente cumplido y que contenia los datos necesarios para una inequivoca

identificacion del paciente.

Se rotulo el tubo con el nombre del paciente.

Se Ie indico al paciente que se sentara en la silla de toma de muestra.

Se posiciond al paciente con el brazo extendido recargado a una superficie fija.

Se aplicé el torniquete en el brazo a una distancia entre 8-10 cm de la zona de puncion.

Se prepar6 el material necesario cercano para la toma de muestra (sistema vacutainer,

torundas de alcohol, tubos rojos y lilas, es decir, con y sin anticoagulate EDTA).
Se desinfecto el lugar de flebotomia con alcohol al 70%.

Se realizé la puncidn venosa cerciorandose de que el bisel estuviese hacia arriba,
introduciendo la aguja en medio de la vena y se recolecto la muestra en los tubos

vacutainer.

Se retird el torniquete y después la aguja colocando inmediatamente una torunda con
alcohol en el lugar de puncién indicandole al paciente que doblara el brazo por

aproximadamente 5 minutos para prevenir hemorragia.

Se deseché el material infeccioso segiin la Norma Oficial Mexicana “NOM-087-ECOL-
SSA1-2002”.
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Separacioén de la Muestra

Para llevar a cabo la separacion de los componentes se dejaron reposar las
muestras de 10 a 15 minutos, hasta formarse el coagulo en el tubo de ensaye si
anticoagulante EDTA (tapén color rojo); fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10
minutos (Fisher Scientific Modelo 225). Se colocé el suero separado en tubos
eppendford con micropipetas (Pipet-lite XLS CAPP DENMARK), posteriormente las

muestras se conservaron a una temperatura de -80°C en un uitracongelador (Sanyo
Scientific MDF-U54VC).

Traslado de Muestras y Material

Las muestras serologicas de los pacientes y los reactivos para realizar la técnica
de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) fueron lievados dentro de hieleras selladas con
refrigerantes para controlar la temperatura a la que deben mantenerse en condiciones
adecuadas. Se desinfectd y después se colocd en cajas el material necesario para su
posterior traslado del Laboratorio de Investigacion de Zoonosis y Enfermedades
Tropicales ubicado en la Universidad de Sonora Unidad Regional Sur Navojoa con
destino al Laboratorio Sonora Labs S.C. localizado en la Ciudad de Hermosillo, ver

Figura 12.
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Figura 12. Instalaciones del laboratorio Sonora Labs S.C., Hermosillo, Sonora.
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Deteccion de Anticuerpos contra Babesia microfi

En el desarrollo del ensayo se utilizaron dos Kit de Inmunofluorescencia
Indirecta (marca Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA), Figura 13, para la
deteccion de anticuerpos de clase IgG en IgM contra Babesia microti en suero, para 120
determinaciones. Se incluyeron controles positivos y negativos, se anexa la Tablas 6 y 7
para detectar errores analiticos dentro de la técnica y asegurar fiabilidad y exactitud de

fos resultados.

Preparacion de la muestra v reactivos

Los sueros de los pacientes fueron expuestos a temperatura ambiente antes de iniciar el

ensayo.

Se centrifugaron los suero a 3500 rpm durante 5 minutos (Centrifuga Micro 5417 R

Refrigerada Eppendorf).

Después de centrifugar las muestras se rotularon tubos eppendorf nuevos para agregar la

cantidad de suero requerido por las diluciones que indica la prueba.
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Figura 13. Kit comercial de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

para anticuerpos de clase IgG, marca Fuller.
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Tabla 6. Reactivos kit IFI para anticuerpos Babesia microti de clase 1aG.

Reactivos

Portaobjetos de sustrato:

10 portacbetos

Contenido

10 portaobjetos con 12 pocillos cada uno, cada
pocillo contiene como sustrato eritrocitos de
hamster ¢ raton infectados por Babesia microti,

envasados al vacio.

Conjugado IgG: 2.5 mj

Frasco gotero tapén amarillo contiene
purificado alin DyLight-488 anti-humano con
albumina de suero bovino y contratincidon de

azul de Evans.

Control positivo: 0.5 mt

Frasco gotero tapén azul contiene suero
humano reactivo, proporcionado a una dilucién

1:64. Punto final del titulo es de 1:512.

Control negativo: 0.5 ml

Frasco gotero tapon rojo contiene suero

humano no reactivo a una dilucién 1:50.

Medio de montaje: | ml

Frasco gotero tapén blanco contiene 50% de

glicerol en PBS.

Buftfer para lavado PBS: I litro

Agregar el polvo a | litro de agua destilada
para producir una solucién salina tamponada

eon fosfato a pH 7.2.




Tabla 7. Reactivos kit [Fl para anticuerpos Babesia microti de clase IgM.

Reactivos

Contenido

Portaob jetos de sustrato:

10 portaob jetos

10 portacbjetos con 12 pocillos cada uno. cada
pocillo contiene como sustrato eritrocitos de
hamster 6 raton infectados por Babesia microti.

envasados al vacio.

Conjugade IgM: 2.5 mi

Frasco gotero tapon amarillo contiene purificado
afin DyLight-488 anti-humano con albimina de

suero bovino y contratincion de azul de Evans.

Control positive: 0.5 mi

Frasco gotero tapon azul contiene suero humano
reactivo, proporcionade a una dilucién 1;16.

Punto final de] titulo es de 1:128.

Control negativo: 0.5 mi

Frasco goterc tapén reje contiene suero humano

no reactivo, pretratado a una dilucién 1:16.

IgM Diluyente de muestra:
15 ml

Contiene anticuerpos de cabra anti humanos en

solucion de PBS

Medio de montaje: | mi

Frasco gotero tapon blanco . contiene 50% de

glicerol en PBS.

Buffer para lavade PBS: 1

litro

Agregar ¢l polvo a 1 litro de agua destilada para
producir una solucién salina tamponada con

fosfato a pH 7.2.
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Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la Deteccién de Anticuerpos

IgG contra Babesia microti

1. Se prepararon diluciones 1:64 en PBS con el suero de los pacientes (5:320 = 5u
del suero y 315 de la solucion PBS).

2. Se prepararon diluciones del control positivo. Por lo tanto se realizaron diluciones
1:4 (100 de control positivo y 400u de PBS) y 1:8 (100 p de control y 800u de
PBS), también se corrié un control directo sin ninguna dilucidn.

3. Con una micropipeta se afiadieron 10 pl de las diluciones del suero paciente en
cada pocillo de la placa (la placa contenia 12 pocillos). Para cada ensayo se
incluyé el control negativo y las diluciones del control positivo preparados
anteriormente.

4. Se colocaron los portaobjetos en una cdmara humeda y se incubaron durante 30
minutos a 37 ©+ 0,5 °C

5. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se realizé el lavado de los pocillos
deslizando una corriente suave de PBS embotellado previamente en una piseta.
Se realizaron toqueteos y se sacudié ligeramente la placa para eliminar el exceso
de liquido restante. Este paso se repitié tres veces sin permitir que los pocillos se
secaran.

6. Para cada uno de los pocillo se agregaron 1 gota (10ul) conjugado, a
continuacidn, se incubaron los portaobjetos en camara himeda durante otros 30
minutos a 37 °+ 0,5 °C. Cuidando que la incubacién debe estar en la oscuridad
para proteger el conjugado fotosensible.

7. Se realizé un segundo lavado de los portaobjetos como en el paso 5.

8. Se afiadieron de 3 a 4 gotas de medio de montaje para cada una de los
portaobjetos.

9. Una vez afiadido el medio de montaje a los pocillos, se realizé la lectura al
microscopio de inmunofluorescencia (LEICA-DMLS) con el objetivo 100x.

primero se observaron los controles Positivo y Negativo después se procedié a
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realizar la lectura de todos los pocillos. Una vez terminado el ensayo se
almacenaron las placas a 2°-8° C en la oscuridad para un méximo de 24 horas,

Figuras 14 y 15.

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IF1) para la deteccion de anticuerpos

1gM contra Babesia microti

Se prepararon diluciones 1:16 con el suero de los pacientes (5:80 =5u suero y 751
del diluyente de la muestra).

Se prepararon diluciones del control positivo. Por lo tanto se realizaron diluciones
1:4 (100 de control positivo y 400u de PBS) y 1:8 (100 p de control y 800u de
PBS), también se corrid un control directo sin ninguna dilucién, para comparar las
reacciones positivas a diferentes titulos.

Con una micropipeta se afiadieron 10 pul de las diluciones del suero paciente en
cada pocillo de la placa (la placa contenia 12 pocillos). Para cada ensayo se
incluyé el control negativo y las diluciones del control positivo preparados
anteriormente.

Se colocaron los portaobjetos en una cdmara humeda y se incubaron durante 90
minutos a 37 °+ 0,5 °C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizo el lavado de los pocillos
deslizando una corriente suave de PBS embotellado previamente en una pizeta.
Se realizaron toqueteos y se sacudio ligeramente la placa para eliminar el exceso
de liquido restante. Este paso se repitié tres veces sin permitir que los pocillos se
secaran.

Para cada uno de los pocillo se agregaron 1 gota (10 ul) conjugado, a
continuacion, se incubaron los portaobjetos en cdmara himeda durante otros 30
minutos a 37 °+ 0,5 °C. Cuidando que la incubacioén debe estar en la oscuridad

para proteger el conjugado fotosensible.
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7. Se realizd un segundo lavado de los portacbjetos como en el paso 5.

8. Se afiadieron de 3 a 4 gotas de medio de montaje para cada una de los
portaob jetos.

9. Una vez afiadido el medio de montaje a los pocillos, se realizé la lectura al
microscopio de inmunofluorescencia (LEICA-DMLS) Figura 16, con el objetivo
100x. primero se observaron los controles Positivo y Negativo después se
procedié a realizar la lectura de todos los pocillos. Una vez terminado el ensayo

se almacenaron las placas a 2°-8° C en la oscuridad para un maximo de 24 horas.

Interpretacion de Resultados para IeG e IsM

Una reaccién positiva aparece como grupos de distintos cuerpos de inclusién
periféricos verde-manzana dentro de los eritrocitos infectados. Una reaccién negativa
habra ausencia de inmunofluorescencia 6 también se puede observar como una contra
tincién de tonalidad rojiza, El tamafio, apariencia y la densidad de la reaccién debe ser

en comparadas con el control positivo y negativo.

En muestras de pacientes Positivos en diluciones 1:16: titulos de IgM 1:16 o mayor
se considera que reflejan infeccion activa por Babesia microti. Elevados titulos de IgG,

cuando estdn presentes, son un indicador de infeccién en un tiempo indeterminado.

En muestras de pacientes positivos en diluciones 1:64: titulos de IgG de 1:64 o mayor
s considera que reflejan infeccién en un tiempo indeterminado por Babesia microti.

Titulos de IgM, cuando estan presentes, son también un indicador fiable de infeccion

reciente.
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PREPARARDIL UCIONES

KitIFI IeG Ant-Babesia microti Kit IFI IeMN Ant-Babesia microti
1:64=5:320 1:16=5:80
+ +
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1:8=100:800 ) L4=100:400
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dituj e,
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Figura 14. Diagrama del método de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) parte L
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Figura 16. Microscopio de fluorescencia (LEICA-MDLS).
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RESULTADOS

Se analizaron 117 muestras de pacientes que presentaban sindrome febril
inespecifico para llevar a cabo el estudio serologico mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. La procedencia de los pacientes fue de los municipios de
Navojoa (61/117), Huatabampo (23/117), Etchojoa (6/117), Alamos (5/117), Hermosillo
(3/117) y Obregoén (2/117). De las 117 personas a estudio 76 fueron mujeres (64.95%) y
4] hombres (35.04%). El rango de edad estuvo entre 4 y 73 afios con una media de
29.32.

La determinacién de anticuerpos tanto para IgG e IgM antt Babesia microti
arrojo un 83.26% (98 personas) en total de casos positivos, ver Figura 17. La
seroprevalencia encontrada en hombres fue 36.73% (36 personas) y en mujeres fue de

un 63.26% (62 personas).

Para Babesia microti se encontrd una seroprevalecia total de anticuerpos IgG
anti-Babesia microti de 22% (25 personas) de los cuales 68% mujeres (17 personas) y
32% hombres (8 individuos). Mientras que en la deteccion de seroprevalencia de
anticuerpos IgM anti-Babesia de 81% (94 pacientes) de ellos fueron mujeres 62.7% (60
personas) ¥y hombres 36.17% (34 sujetos). En la Tabla 8 se describen los Grupos de
edades y seropositivos detectados para anticuerpos de clase IgG e IgM en habitantes de
la Regién Sur del Estado de Sonora, se observd que en el rango de edad de 4 a 25 afios
fue mayor el nimero de casos positivos indicando esto que el contacto con el parasito
s¢ inicia en la infancia antes o a partir de los 4 afios de edad y el contacto continua

hasta la edad adulta.

Un 17.98 % (21 personas) resultd positivo simultdneamente para anticuerpos
IgG e IgM anti-Babesia microti, presentando un 23.80% (5 personas) los hombres y un

76.19% (16 personas) las mujeres.
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En la Tabla 9 aparecen las caracteristicas sociodemogréficas de los pacientes
que resultaron seropositivos al estudio, detectando la mayor frecuencia en el grupo de
estudiantes 24.48% (24 individuos), seguido por el grupo de personas que se dedican al
hogar 18.39% (18 personas), €l ambito rural presenté un nimero mayor de casos
positivos con un 68.36% (67 sujetos). El 24.48% (24 personas) de los seropositivos

describe haber estado en contacto con ratones, uno de los vectores de la enfermedad.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en los individuos infectados fueron

cefalea, dolor de espalda, fiebre, escalofrios, mialgia y artralgia, ver Tabla 10.

Se efectuaron estudios de Factor Reumatoide (FAR) en donde solo se observé
aglutinacion en el suero de dos pacientes, también se realizaron reacciones febriles como

estudios complementarios, ver Tabla 11.
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Tabla 8. Grupos de edades y seropositivos detectados para anticuerpos de clase IgG e

IgM en habitantes de la Region Sur del Estado de Sonora.

Edad Estudiados % Estudiados Positivos %
IsM

4 al4 23 1.7 a3 22 18.96
15a25 30 7.8 29 26 22.41
26 a 36 19 5. 19 13 12.20
37 247 21 434 21 13 12.20
48 a 58 12 173 13 11 9.48
59 2 69 6 0.86 7 5 4.31
70 2 80 1 - 1 1 0.86

Edad 3 - 3 B 2.58

desconocida
Total 115 22 116 94 81
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Tabla 9. Caracteristicas Sociodemograficas de Pacientes

Seropositivos para Babesia microti,

Caracteristica Frecuencia Porcentaje

Ocupaciones

Estudiantes 24 2448
Ama de casa 18 18.39
Jornalero 8 8.16
Profesionistas - 5.10

Procedencia

Urbano 29 29 .59
Mu jeres 21 72.41
Hombres 8 27.58
Rural 67 68.36
Mujeres 41 61.19
Hombres 26 38.80

Exposicion al vector
Animales domésticos 54 55.10

Ratones 24 24.48




Tabla 10. Demostracion sintomatoldgica de los pacientes seropositivos a Babesia

microfi.
Signos y sintomas Frecuencia Valores%
Cefalea 60 61.22
Dolor de espalda 54 55.09
Escalofrrios 48 48.97
Fiebre 47 47.95
Mialgia 46 46.93
Artralgia 45 45.91
Fatiga fiacil 38 38.77
Adinamia 37 47,73
Astenia 35 35.71
Somnolencia diurna 32 32.65
Insomnio 32 32.65
Sudoracion nocturna 52 32.65
Diaforesis 30 30.61

Congestion conjuntival 26 26.33
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Figura 17. Babesia microti observada en microscopio de fluorescencia con objetivo

de 100X.
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DISCUSION

En México Babesiosis no es una enfermedad de caricter notable, ademds de
carecer de datos en investigacion y prevalencia en los seres humanos. En nuestro pais se
tiene referencia de un estudio realizado en 1976 por Osorno y colaboradores donde
encontraron anticuerpos contra una especie indeterminada de Babesia en 38 de las 101
muestras de residentes rurales de México, aislaron el pardsito de tres muestras por
subinoculacién en himsters (Acha y cols., 2003) por lo cual se desconoce la incidencia
de la Babesiosis humana, y a consecuencia de evidencias en la Region del Sur de
Sonora. Por ende no se ha determinado la importancia de esta infeccién en salud piblica,

junto con la falta de experiencia clinica acerca de la enfermedad.

Las Babesias humanas son pocos frecuentes ¢ tal vez son poco estudiadas a nivel
mundial; Estados Unidos es uno de los lugares donde se han reportado mds casos de
Babesias con 100 casos; en Europa se han identificado 22 casos aproximadamente y un
caso en Taiwan, en total la cifra de casos de Babesias en el hombre es menor a 200 casos

en todo el mundo.

En la ciudad de Khutul de Selenge, Mongolia se investigd la frecuencia de
Babesia microti mediante €l uso de Inmunofluorescencia Indirecta en muestras de sangre
que fueron recolectadas de ganaderos residentes (Hong y cols, 2014). En nuestro
estudio hemos utilizado Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la deteccién de
anticuerpos anti-Babesia microti de clase IgG e IgM para diagnéstico. Las pruebas de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) son conocidos por ser sensible, especifico y
reproducible para el diagnéstico de anticuerpos especificos para B. microti en humanos
(Hundfeld y cols., 2002).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio fueron de un 22% (25 personas)
anticuerpos de clase IgG para Babesia microti los cuales son comparables con los
estudios seroldgicos realizados por Buelvas y colaboradores en 2008 en Colombia,

estudio realizado en habitantes de poblaciones rurales y urbanas obteniendo un 30.6%
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(23/80). Los anticuerpos de clase IgG anti-Babesia microti encontrados en el estudio
significan que los individuos superaron la infeccion (Seelling y Meiners, 2011). Esto

indica que en la Region del Sur de Sonora se han presentado casos de Babesiosis.

En este estudio €l porcentaje para los titulos de anticuerpos de clase IgM
obtenido en los individuos 81% fue significativamente mayor que el obtenido en Suiza
Oriental por Foppa y colaboradores en 2002, donde se reclutaron 400 sueros de los
residentes que vivian cerca del campo donde la seroreactividad para anticuerpos IgM no
se encontré para ninguno de los sueros debido a la época en la que se habian
recolectado. La clase de anticuerpos IgM, que se sintetizan en una mayor velocidad se
asocia con el antigeno, siendo este anticuerpo la primera linea de defensa (Devlin,
2004). Teniendo en claro este indicio, se deduce la posibilidad que el 81% de
seropositividad presentada en los pacientes correspondié a que la enfermedad esta

presentandose por primera vez en el organismo del individuo.

La sintomatologia reportada por los sujetos en el estudio que presentaron una
seropositividad para anticuerpos de clase IgG e IgM anti-Babesia. Se mostré que el
61.22% (60/98) sujetos reportaron cefalea, otros sintomas fueron fiebre 47.95% (47/98),
acompafiado de mialgia 46.93% (46/98) y artralgia 45.91% (45/98), fatiga 38.77%
(38/98). Todos los pacientes presentaron un cuadro clinico caracteristico de Babesiosis
como el que han reportado otros autores (Paniker, 2013; Vanniery Krause, 2012; Leiby,
2011; Delmoral y cols., 2009). Estos valores sugieren relacién con el sindrome febril
inespecifico al descrito por Belongia en Wisconsin, donde los pacientes presentaron
caracteristicas clinicas similares, tales como fatiga 15 (88.2), dolor de cabeza 14 (87.5),
mialgia 16 (94.1), artralgia 16 (94.1) en su investigacién Las infecciones transmitidas
por garrapatas como causa de una enfermedad febril inespecifica en Wisconsin

(Belongia y cols., 2001).

Entre los factores de riesgo asociados a Babesiosis estin las mordeduras de
garrapatas, en especifico las del género Ixodes scapularis. Koneman y Allen describen

Que la distribucién geografica de las garrapatas parece estar en expansion. La
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distribucion del venado cola blanca en las zonas de poblacidén humana puede ser una
razon, ademas el huésped preferido para las larvas y ninfas de Ixodes scapularis es el
ratén de patas blancas (Peromyscus leucosis), uno de los reservorios principales de B.
microti y B. Burgdoferi en las zonas endémicas (Koneman y Allen, 2008). En nuestra
situacion la poblacion de ésta region vive en dreas rurales y semi-urbanas por ser una
zona de gran actividad agropecuaria y el contacto a los reservorios y vectores es
cotidiano. Como consecuencia seroepidemiolégica es idéneo llevar a cabo
investigaciones para determinar la verdadera distribucidén del patdgeno Babesia microti
no solamente en esta regién sino a nivel nacional y debido a la alta prevalencia
encontrada seria de gran ayuda investigar otros posibles vectores de esta enfermedad

aparte de la garrapata.

Cabe mencionar que los sueros fueron tratados mediante otras técnicas de
respaldo para corroborar que entonces en el analisis no existia reaccién cruzada con
algun otro padecimiento; pruebas de Factor Reumatoide (FAR) la cual inicialmente se
asocid a la Artritis Reumatoide, pero también puede aparecer en personas sanas
marcando otras patologias y teniendo como principal marcador al anticuerpo IgM (Prats,
2005). De esta técnica los sueros de dos pacientes positivos a Inmunofluorescencia
Indirecta en anticuerpos de clase IgM microaglutinaron. Descartando la idea de que la

mayoria de los sujetos estudiados hubiesen dado falsos positivos.

Al realizar los titulos de reacciones febriles se dedujo que pudiera haber una
correlacion de Typhi O y Proteus-OXI19 en dilucion de 1:40 dando estos falsos
positivos, pero no es suficiente evidencia para implementarla como prueba de filtro,
aunado que existe fiebre tifoidea en forma endémica en esta regién y que ésta no da

reaccion cruzada con Ricketsiosis (Proteus-OX19).
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CONCLUSIONES

El sindrome febril inespecifico estd asociado a la enfermedad producida por el

parasito Babesia microti.

La Babesiosis estd siendo una enfermedad subestimada en el Sur del Estado de
Sonora y consecuentemente confundida con otros padecimientos, por lo tanto la
incidencia de la enfermedad en nuestra regién es nula. Por lo contrario al juzgar los altos
porcentajes de anticuerpos de clase IgM anti-Babesia con un 81% e IgG anti-Babesia
con un 22% de seropositividad obtenidos en nuestro estudio indican que Babesia microti

estd presente en el Sur del Estado de Sonora.

Es necesario hacer de conocimiento publico esta enfermedad a las instituciones
medicas, para que asi se tomen medidas preventivas necesarias y evitar el posible

deterioro de la salud de la poblacién.

Se comprobd que la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) es un método sensible

eficaz y posee un alto grado de especificidad para el diagnéstico de Babesia microti.

Los examenes de Factor Reumatoide (FAR) y Reacciones Febriles no aportan

suficiente evidencia para tomarlas como prueba filtro en la busqueda de Babesiosis.
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RECOMENDACIONES

Es importante establecer métodos para el diagndstico de Babesia microti.

Se recomienda realizar estudios sobre la incidencia de Babesiosis humana en
México.

Dentro de los aspectos preventivos se recomienda evitar las dreas donde se haya
determinado la presencia de garrapatas como zonas de campos abiertos y
bosques donde existe la fauna portadora de esta enfermedad.

Es necesario investigar a otros posibles vectores de esta enfermedad
principalmente artrépodos, existentes en ésta region que podrian explicar la alta

prevalencia de Babesiosis encontrada en este estudio.
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ANEXOS

Glosario

Adinamia: es la disminucién de la iniciativa fisica (movimiento) por extrema debilidad

muscular.

Alteraciones sensoriales: se caracteriza por una dificultad en la interpretacién y
organizacién de la informacién captada por los 6rganos sensoriales del cuerpo (gusto,

vista, tacto, olfato).
Anemia: reduccién de mas del valor normal en el nimero total de glébulos rojos.

Anticuerpos: también denominados inmunoglobulinas (A, D, E, G y M), son

herramientas que el sistema inmunoldgico utiliza para combatir agentes patégenos.

Antigeno: un antigeno es una sustancia ajena al cuerpo que el sistema inmunolégico

reconoce como una amenaza.

Artralgia: dolor en las articulaciones.
Astenia: sensacion de cansancio o debilidad.
Cefalea: dolor de cabeza

Coagulacion extravascular diseminada: es un estado trombohemorragico cuyas
manifestaciones clinicas pueden derivarse tanto de fenomenos hemorrigicos como

trombéticos.

Congestion conjuntival: hinchazén (inflamacién) de la conjuntiva, la membrana
delgada y transparente que recubre el interior de los parpados y la parte blanca del ojo

{conocida como esclerdtica). Se conoce como 0jo rojo.
Diaforesis: una excesiva sudoracién y profusa.

Esplenomegalia: incremento del tamafio de bazo mayor a sus dimensiones normales.
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Esporogonia: fase sexual del ciclo de algunos protozoarios. En el género Babesia tiene

lugar en la garrapata vector.

Esporozoito: etapa infecciosa transmitida por la saliva de la garrapata, formado por el

proceso de esporogonia.
Fotofobia: malestar ocular en presencia de luz brillante.

Hematuria: presencia de sangre en la orina en cantidades superiores a la normal. Se

manifiesta por cambios en ¢l color en la orina.

Hemélisis: proceso de destruccion de los gldbulos rojos, que conlleva la liberacién del

contenido intraeritrocitario en el plasma alterando su composicion.

Hemoparisites: son pardsitos que estan en el torrente sanguineo y Organos

hematopoyéticos.
Hepatomegalia: aumento del tamafio del higado.

Hiperestesia: aumento de la sensibilidad a la estimulacién, principalmente de los

receptores del dolor y del tacto.
Huésped: organismo (animal o vegetal) en donde se alberga y nutre otro organismo.

Ictericia: es la coloracion amarillenta de la piel y las mucosas debido al aumento de la

concentracion de la bilirrubina en sangre.

Labilidad emocional: estado psicologico caracterizado por cambios frecuentes de
humor, reacciones emocionales excesivas y variaciones contrapuestas en el estado de
animo

Merogonia: proceso de division multiple en €l que el estadio inicial es un trofozoito la

merogonia da lugar a una forma de nominada esquizonte.

Mialgia: dolor y sensibilidad dolorosa al tacto en un musculo que suele darse después

de un ejercicio agotador.
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Postracion: abatimiento, agotamiento e incapacidad extrema para realizar las

actividades cotidianas.

Somnolencia diurna: incapacidad de permanecer despierto y alerta durante el periodo

del dia, con episodios no intencionados de somnolencia y/o suefio.

Trofozoito: cualquier etapa en €l ciclo vital de un protozoario que pude ingerir
alimento. En la practica se refiere a la forma movil, que en algunos casos es capaz de

invadir a los tejidos.

Vector: s¢ refiere al organismo, generalmente animal, que transfiere un agente

infeccioso de un huésped a otro.

73



Inserto para la deteccion de anticuerpos IoG contra Babesia microti

INSTRUCTIONS FOR USE

Babesia microti IFA
IgG Antibody Kit

Catalog Number: BMG-120
Size: 120 test
Storage: 2-8C

An Indirect fluorescence immunoassay forthe
detection of IgG class antbody agalnst
Babesia microti in human serum or plasma

For In-vitro diagnostic use only

C€

FULLER

oL ARORATORIES
1135 E Truslow Ave. Fullerion, California 92831 USA
Phone: +1-714-525-7660 Fax +1-714-525-7614
Emailtinfo@fulleriabs.com
URL: www fulledabs.com

EC |REP

MediMark Europe Sarl
11, e Emile Zdla - BP 2332
F-38033 Grenoble Cedex 2 ~ France

INTENDED USE

The Babesia microti gG Antibody kit is intended fr the
detection and semi-quantitation of[gG class buman artibody
t o Babesia microdi.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Babesiosis in North America is caused by the protozoan
Babesia microti. k is transmitted by the bite of infected ticks
and # is recognized that babesiosis can be co-transmitted
with Anaplasma phag:cytophﬂa [HGE) andfor Bomehia
burgdorferi  Historically, diagnosis is mnade by the
demonstration of characteristic intra-erythrocytic inclusions
in thin-smear preparations of peripheral blood. The IFA test
utilizes Babesia microtiinfscted hamster or mouse
erythrocytes as a source of chamcteristic inclusions for
specific antibody detection.

Patient sera are diluted in buffered saline and incubated in
the individual slide wells to allow reaction of patient antibody
with the Babesia microti antigens. Slides are then washed to
remove unreacted serum proteins, and fluorescence-ia beled
anti-human BG [Conjugate] is added This conjugate is
allowed time to react with antigen-antibody complexes. The
slides are washed again to remove unreacted Conjugate. The
resulting reactions can be visualized using standard
fluorescence microscopy, where a positive reaction i§ seen as
sharply defined apple-green fluorescent inclusions within the
:n!ecud erythrocytes. A negative reaction is seen as either o

or fluor unlike that seen in the Pesitive
Conuol wells. Positive reactions may then be retested af
higher dilutions to determine the highest reactive or endpaint
dilution.

REAGENTS

[FE W12 l Substrate Slides {10)

10x12-well masked shdes containing fixed Babesia microti-
infected hamster or mouse erythrocytes, packaged under

vacuum.

conJ[Fic] IgG Canjugate, 2.5 mb
Dropper bottle with a cap contains affinity-purified

DyLight-858-labeled goat anti-human Jgd [heavy chain) with
bovine serum albumin and Evans blue counterstain.

EE_" Positive Costrol, 0.5 mL
Dropper bottle with a blue cap contains reactive human
serum, provided at & 1:64 screening dilution. Endpoint titer
is 1:512.

E%E Negative Control, 0.5 mL
Dropper bottle with a red cap contains non-reactive human
serum ata 1:50 dilution

@ Mouating Medium, 1 mL
Dropper bottle with white cap containg 50% glycerol in PBS.
E['Emmﬂ PBS, 1 liter

Add supplied powder o 1 Lter purified water o produce
phosphate-buffered saline & pH 7.2,
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Wasnings

1. The control sera have been screened for infectious agents
by FDA required testing Since no testing can assure the
absence ofinfectious agents, however, lhese reagents, as
well as all serum speci and eq in
contact with these specimens, lh:uldbehmdledwth
good laboratory practices to swoid skin contact and
mgestion.

2. The subsivote slides are prepared with chemically
inactivated antigens. However, the slides should be
considered potentially infectious and handled accordingy.

Storage aad Handiing

Kit components shoud be stored at 2-8°C. Bring to wom
temperature (20°-25°C] before opening bottles or slide
envelopes.

SPECIMEN COLLECTION

Alow bilbod samples o ciot and separarr sem by
centrifugation, Transfer sera aseptically 1o tightly closing
sterile containers. Store m 2-8C. If testing is to be delnyed
loager than S days, freeze samples m or below -20°C, Acute
spacimens should be drawn at the onset of illness:
convalescent specimens should be obtained a intervals to
check for titer changes.

PROCEDURE

The kit supplies sufficiens materials for 120 determinations.
Materials Required But Not Supplied

Distilled or deionized water

Clean 250 or 500 mL wash bottle for PES

Test tubes or microtiter plate for serum dilutions
Precision pipette(s)

24 x 50 mm plass coverslips

Fluorescence mim'oscope with flter system for FITC
[maximum excitation wavelength 490 nm mean

emission wavelength 530 nm) and 400X magnification.
= 37° water bath or incubator

» Humid chamber for slide incubation steps.

LU )

Precautions

« Do not use components past expiration date,

= Conjugnate is photosensitive and is packaged in opagque
plastic br protection. Stcre in the dark and return to
storage after use.

«  Conjugnic contains Evans blue dye which may be
carcinogenic. Avoid comar:t with skin

= Liquid ts contain t al at 0.001%, which may
e taxic if ingested

Prepajation of Reagents

PBS: Add contents of packet t2 1 liter purified water. Mix
until all sak crystals are dissobved,

ASSAY PROCEDURE

Allow afl reagents and sera 1o reach ambicat temperature
before starting timed assay procedure.

1. Prepare 1:64 screening dilutions in PBS for all untested
patient sera. For séra found positive on a pevious assay
run, prepare serial dilutions in PBS, starting with 1:64.

2. Prepare dilutions of the Positive Control 1o include 1
dilution above the stated endpoint and one dilution bdow
(10. 1256 =1:1024). Note that this Control is bottled ata

dihution of 1:64.

3. For each serum dilution, add 10uL to one slids well and
record the location for Iater reference For tach assay run
include the Negative Control and dilutions ofthe Positive
Control prepared above.

4. Place slides in a humid chamber and incubate for 30
minutes & 37t 0.5'C,

5 Remove humid chamber from incub Also
conjugate from storage. Rinse slide wells with gemtle
stream of PBS from wash bottle. Shake ortap beaded PBS
from slides into a sink, then repeat this wash step 3X
without allowing the wells to dry.

6 To each slide well add 1 drop {10 pL) Conjugnte, then
returnt shdes to the humid chamber for another 30
minutes incubation at 37°10,5°C, [ncubation should be in
the dask to p the ph itive conjugate.

7. Wash slides a3 in step 5, above.

8. Add 2-3 drops of Mounting Medium to each stide and
apply coverglass.

9 Read the stained substrate slides ar 400X magnification,
comparing each well w© the visual intensity and
aopearance of Positive and Negative Control wells. Slides
may be stored at 2-8°C in the dark for up to 24 hours.

QUALITY CONTROL

The Negative Control serum and dilutions of the Posiive
Control serum should be assayed with each daily run The
Negative Control well is an example of a non-reactive serum,
with either uniform red counterstain or slight, but uniform
greenish staining. The Positive Controt wells should give an
endpoint titer from 1:256 1w 1:1024. The fuorescence
intensity at 1:512 may be used as the cut-offlevel required
for & patient reaction 1o be called positive. If either of the
Conrols does nat react as specified, the assay run should be
considered vaid, co ts and procedural steps

shouldberechected, mdlhaassnyxepel.ted&omstepﬂ

The Negative Control well is an example of fluorescence
patterns that are © be considered negative. if characteristic
wnclusions are seen in this well, similar 10 that seen in the
Positive Control weils, theére has been a breakdowm in
technique and the assay must be repeated.

INTERPRETATION OF RESULTS

A positive reaction appears as peripheral clusters of distinct
npple—green inclusion bedies within the infected erythrocytes
The size, appearance and density of the reaction must be
compared with the Positive and Negative Control reactions.

Patieat Specimens

Positive at 1:64 screening dilution: G titers of 1:64 and
greater are considered to reflectinfection atan undetermined
time by Babesia microti Sera positive at the 1:64 screening
dilution should be rerun to determine their endpoint titer for
comparison with earlier or later specimens from the same
patient. JgM titers, when present, are also a reliable indicator
of recent infection.

Negative at 1:64: Report as negative for Babesia antibody.
Further serum specimens should be drawn ifthe original was

Paired Sera: A four-fold increase in titer between acute and

convalescent serum Specimens supports the diagnosis of
recent infection.
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Inserto para la deteccion de anticuerpos IgM contra Babesia microti

INSTRUCTIONS FOR USE

Babesia mieroti IFA
Igki Antibody Kit

Catalog Number:  BMM-120

Size: 120 test
Storage: 2-8C

Anindirect fluorescence immunoassay for the
detection of IgM class antibody against
Babesia microfi in human serum or plasma

For in-vitro diagnostic use only

1135 E. Truslow Avenue
Fullerton, California 92831 USA
Phone: +1-714-525-7660
Fax +1-714-525-7614
Emailinfo@fullerlabs.com
URL: vwwnv.fullerlabs.com

EC|REP

MediMark Europe Sarl
11, rue Emile Zola - BP 2332
F-38033 Grenoble Cedex 2 - France

INTENDED USE

The Babesiz microti 1gM Antibody kit is intended for the
detection and semi-quantitation ofIgM class human antibody
to Babesia microfi.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

One o the known causes o human babesiosis is the
protozoan Babesia microti. It is transmitted by the bite of
infected ticks and i is recognized that babesiosis can be co-
transmitted with Anaplasma phagocytophila (HGE) and/or
Borrelia burgdorfeni Historically diagnosis is made by the
demonstration o che -acteristic intra-erythrocytic inclusions
in thin-smear preparations o peripheral blood. The serologic
response of thes2 patients is specific for Babesia microfi. The
IF A assay utilizes infected mouse erythrocytes as & source of
characteristic inclusions.

Patiant sera are diluted in an IpM Sample Diluent ining
antiserum to human IgG-class antibedy. This reaction
(precipitin} removes competing IgG-class antibody and the
source of rheumatoid factor interference. Treated sera are
incubated in the individual slide wells to allow reaction of
patient IpM class antibody with the Babesia microni antigens.
Slides are then washed to remove unreacted Serum proteins,
and DyLight 488-labeled anti-human IgM (Conjugate) is
added. This conjugate i allowed time 10 react with antgen-
antibody complexes, then washed off The resulting reactions
can be visualized using standard fluorescence microscopy,
where a positive reaction is seen as sharply defined apple-
green fluorescent inclusions within the infreted erythrocytes.
Positive reactions may then be retested at higher dilutions to
determine the highest reactive or endpoint dilution.

REAGENTS

mm Substrate Siides (10}

10 x 12-well masked slides containing fixed Babesia microti-
infected mouse erythrocytes, packaged under vacuum

[com e} TgM Conjugate, 25 i
Dropper bottle with a yellow cap contains affinity-purified
DyLight 488-labeled donkey anti-human EM (heavy chain)
with bovine serum albumin and Evans’ blue counterstain,

n Positive Control, 0.5 mE

Dropper bottle wih a blue cap contains reactive human
seram, pre-trented at a 1:16 screening dilution. Endpoint

=
o

H

5
i
=
Y]
<]

B
o

Negative Contrel, 0.5 ml
Dropper bottle with & red cap contains non-reactive human
serum, pré-treated st a 1:16 dilution.

ETIEN 1gM Sample Dilueat, 15 ml
Buffer contains goat anti-human |G antbody in FBS.

g

Mountigg Medium, 1 mL
ropper bottle with white cap contains 50% glycerl in PBES.

| WASH|PBS| PBS, 1 liter

Add supplied powder to 1 liter purified water © produce
phosphate-buffered saline ot pH 7.2

|»]
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Warnings

1, The control sern have been screened for infectious agents
by FDA required testing. Since oo testing can assure the
absence of infrctiois agents, however, these reagents, as
well as oll serum specimens and equipment coming in
contact with these specimens, should be bandied with
good Isborztory practices o avoid skin contact and
ingestion.

2 The substrute slides are prepared with chemically
inactivated antigens. However, the slides should be
considered potentially infectious and bandled accordingly.

Storage and Handling

Kit components shiould be stored at 2-8'C. Bring them o
room temperature {20°-257C} before opening bottles or slide
envelopes.

SPECIMEN COLLECTION

Allow blood samples ¥ clot and separate sera by
centrifugation. Transfer sera asepbically to ughtly closing
sterile containers. Store at 2-8°C. If testing is © be delayed
longer than 5 days, freez¢ samples at or below -20°C. Acute
specimens should be drawn at the onset o illness;
convalescent specimens should be obtained a intervals to
check for titer cbanges.

PROCEDURE
The kit supplies sufficient materials for 120 determinstions.

Materials Required Bat Not Supplied

Cistilied o deionized water

Clean 250 or 500 mL wasb bottle for PES

Test tTubes ar microtiter plate for serum ditutions
Precision pipette(s}

24 % 50 mm glass coverships

Fluorescence microscope with filter system for FITC
{etaximum excitation wavelength 490 nm, mean
emission wavelength 530 nm| and 400X magnification.
= 37" waler bath or incubator

*  Humid chamber for slide incubation steps.

Precautions

= Do not uge components past expiration date.

» Conjugale is pbolosensitive.

= Conjugate contains Evans' blue dye, which may be
carcinogenic. Avad contact with skin.

= Liguid reagents contain thimerosat st 0.001%, which may
ke toxic if ingegred

ASSAY PROCEDURE

1 Prepare 1:16 screening dilutions [I part patient serum
with 15 pare IgM Sample Diluent} for alf untested patieat
sern, For sera found positive on @ previous assay run,
prepare serial two-fold dilutions in PBS, starting with
1:16.

2. Prepare dilutions of the Positive Control in PES 2 include
1 dilution above the stated endpoint and one dilution
below [ie. Dilute bortled serum 1:4 — 116}

3. For each serum dilution apply 10 ul o one slide well. For
each assay include the Negative Cantsol, Positive Centrot
arid difutons o the Positive Control prepared above.

4, Place slides in a humid chamber apd incubate for 90
minuges at 37°: 0.5*C.

S. Rinse slide wells with gentle stream of PBS from wash
bottle. Shake or tap beaded PBS from slides into A sink,
then repeat this wash step 3X without allowing the walls to
dry.

6 To #ach glide well add 1 drop {10 uL| Conjugate, then
return slides to the bumid chamber for 30 minutes
incubation st 37'% 0.5°C. Incubation should be in the dark
lo protect the photosensitive conjugate.

. Wash slides as in step S, above.

8 Add 2-3 drops of Mounting Medium 1o each skide and
apply cover glasy.

9. Rend the staiied substrale slides at 400X magnificarion,
comparing ¢ach well to the wvisual intensity and
appearance of Positive and Negative Control wells. Shdes
mey be stored a1 2-8°C in the dark for up to 23 hours.

QUALITY CONTROL

The Negative Contrel serum and dilutions o the Positive
Control serum should be assayed with each daily nun The
Negative Control well is pn example of s non-reactive serum,
with either uniform red counterstain or slight but uniform
greenizh staining. The Positive Contrsl wells sbould give an
endpaint titer from 1:64 o 1:256. The flucrescence intensity
al 11128 may be used as the cut-off level required for a
patient reaction to be called positive, If either of the Controls
does not react as specified, the assay run sbould be
considered void, reagent components and procedural steps
should be rechecked, and the assay repeated from step #1.

The Negative Contral well is an example o fluorescence
patierns that are o be considered negative. I characteristic
inclusions are seen i this well, simmlar o that seen in the
Positive Control wells, thers has been a breakdown in
technique and the assay must be repanted.

INTERPRE TATION OF RESULTS

A positive reaction appears as peripheral clugters o distinct
apple-green inclusion bodies within the infrcted erythrocytes.
The size, appearance and densily of the reaction must be
compared With the Positive and Negative Contrel reactions.

Patient Specimens

Positive at 1:16 scieening dilution: IgM tilers of 1:16 and
greater are considered 10 reflect receat ar active infection by
Babesia microti Sera positive at the 3:16 screening dilution
sbould be rerun 1o determine their endpoint Gter far
comparison wikh earlier or later specimens from the same
patient. Elevated [¢G titers, when present, are anindicator of
infection &t An undetermined time.

Regative at 1:16° Report as negative for Babesia Igh
antibody. Further serum specimens should be drawa if the
onginal was taken soon after onset and this etiology is stilt
suspected.

LIMITATIONS

Crossreaction with Plasmedium spp has been documented.
Crossreactivity with Babema divergens, which causes a more
savere infection in European patients, iz currently under
investigation.
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