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I. INTRODUCCIÓN 

 

La babesiosis bovina, "Piroplasmosis", "Fiebre de Texas" o "Fiebre de Garrapatas" 

(Meléndez, 1998); es una enfermedad parasitaria febril, transmitida por garrapatas 

y causada por uno o más protozoarios del género Babesia, generalmente se 

caracteriza por ocasionar una lisis eritrocítica que conduce a anemia y muerte 

(Bravo, 2012).  

La babesiosis fue reportada por primera vez en 1888 por Viktor Babes, en 

Rumania, quien identificó al parásito tras analizar muestras sanguíneas de bovinos 

con signos de anemia hemolítica y hemoglobinuria. En 1893 Theobald Smith y 

Frederick Kilborne demostraron que la garrapata Boophilus annulatus (ahora 

perteneciente al género Rhiphicephalus) era la responsable de trasmitir la 

enfermedad en los bovinos (Smith y Kilborne, 1893). 

En México, se ha identificado la presencia de las dos especies más importantes 

Babesia bovis y Babesia bigemina, siendo la primera, la especie más patógena 

seguida por B. bigemina la cual presenta una mayor distribución (Álvarez y Canto, 

1985; Vázquez, 2010; OIE, 2014). La transmisión de esta enfermedad se da por 

medio de un vector el cual es la garrapata Riphicephalus (Boophilus) microplus, la 

cual tiene un ciclo biológico de un solo hospedero siendo en ocasiones un 

complejo de esta enfermedad (Vázquez, 2010); y de acuerdo con reportes de 

SENASICA (2018), se encuentra ampliamente distribuido en zonas tropicales, 

subtropicales y templadas del país, debido a que Babesia requiere de la garrapata 

para completar su ciclo de vida, las zonas libres del vector también se consideran 

libres de babesiosis. Por lo cual Callow et al. (1997); así como Bock et al. (2004), 

mencionan que en México la presencia de garrapatas del género R. microplus 

determina la presencia de B. bovis y B. bigemina.  

El impacto económico negativo de la garrapata del género R. microplus a la 

ganadería se debe a las pérdidas de millones de dólares que causan anualmente 
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a los ganaderos por los daños a las pieles a causa de las picaduras, anemia por la 

pérdida de sangre y baja producción de leche y carne. Así mismo, por ser vectores 

de los patógenos B. bovis y B. bigemina causantes de la piroplasmosis (Brown et 

al., 2006a; De la Fuente et al., 2006). Aunque el costo ocasionado por la presencia 

de la garrapata y las enfermedades que trasmite como la babesiosis y la 

anaplasmosis no ha sido estimado recientemente, en 1975 éstas fueron de 

alrededor de 186 millones de dólares, muchos de los cuales son atribuidos a las 

pérdidas en la producción de carne y leche (Beltran, 1975). 

Morfológicamente Babesia bigemina se observa e identifica por un par de 

corpúsculos en forma de pera unidos en un ángulo agudo dentro del eritrocito 

maduro. También hay formas redondas que miden entre 2 y 3 micras y aquellas 

en forma de pera, que miden entre 4 y 5 micras (Gasque, 2008). 

Por su parte, Babesia bovis puede ser identificada como un solo corpúsculo, 

pequeños corpúsculos redondos o como corpúsculos pares en forma de pera 

unidos en un ángulo obtuso dentro del eritrocito maduro. Las formas redondas 

miden de 1 a 1.5 micras y las formas de pera de 1.5 a 2.4 micras (Gasque, 2008). 

Es por esta razón que a B. bigemina se le incluye dentro de las babesias 

“grandes” y a B. bovis dentro del grupo de las “pequeñas” (Petrigh, 2010).  

El cuadro clínico de un animal infectado con Babesia varía según la edad del 

animal, su estado inmunológico y patogenicidad de la cepa del parásito. Los 

bovinos menores a 9 meses en zonas enzoóticas generalmente no presentan 

signos debido al grado de inmunidad transferida por el calostro, por lo que la 

mayoría de los casos clínicos de babesiosis se observan en animales adultos 

(Jaramillo, 2016).   

En los casos donde se presenta la infección con Babesia bovis se caracteriza por 

fiebre alta, ataxia, anorexia, shock circulatorio general y, a veces, también signos 

nerviosos como resultado del secuestro de eritrocitos infectados en capilares 

cerebrales. En una fase más avanzada de la enfermedad puede aparecer anemia 

y hemoglobinuria. Sin en cambio en infecciones por B. bigemina los signos más 
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importantes consisten en fiebre, hemoglobinuria y anemia. En las infecciones por 

B. bigemina no se produce secuestro intravascular de eritrocitos infectados (OIE, 

2014). 

El diagnóstico de la babesiosis en bovinos puede ser relativamente fácil cuando 

los signos clínicos son evidentes y están apoyados por el examen microscópico de 

frotis sanguíneos teñidos con Giemsa (Mallick et al., 1987). Esta técnica requiere 

de mucha práctica y conocimiento de la patología, así como siempre tener ayuda 

del laboratorio para su confirmación.  

Las técnicas para el diagnóstico de la babesiosis son: Las pruebas de 

inmunofluorescencia, Ensayo inmunoenzimático ligado a enzimas (ELISA) con 

algunas pequeñas diferencias en sus valores de sensibilidad y especificidad, tal es 

así, que permiten identificar animales portadores asintomáticos (Álvarez, 1991). 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En México se cuenta con un potencial ganadero importante, principalmente en 

aquellos estados que se encuentran limitando con el Golfo de México, es por esta 

razón que se localizan entre las regiones más importantes productoras de ganado 

bovino, principalmente en producción extensiva de ganado de carne, debido a la 

diversidad climática con la que se cuenta y la cual llega a favorecer la producción; 

pero así como también se convierten en zonas de riesgo por presentar de manera 

natural algunas enfermedades infecciosas y parasitarias  

Las enfermedades parasitarias representan un problema importante en la 

ganadería, debido a las limitantes en salud y rendimiento productivo de los 

animales; como lo es el caso de la garrapata Riphicephalus (Boophilus) microplus 

la cual se encuentra ampliamente distribuida en regiones ganaderas cercanas a la 

zona del Golfo de México, y es vector de los protozoarios Babesia bovis y Babesia 

bigemina, agentes causales de la babesiosis o piroplasmosis bovina.  Está 

enfermedad representa un alto riesgo en las zonas ganaderas tropicales ya que se 

llega a presentar de manera clínica la enfermedad, principalmente en animales 

adultos, ocasionando pérdidas productivas (pérdida de peso y disminución de la 

producción láctea) y económicas (costos por tratamiento de animales enfermos y 

en ocasiones muerte de los mismos), así como una limitante en la importación de 

ganado para el mejoramiento de los hatos en estas zonas tropicales.   

Por lo antes mencionado, es necesario el diagnóstico de la enfermedad mediante 

pruebas que permitan conocer la situación epidemiológica en zonas consideradas 

como de riesgo, es así que por varios años se ha realizado investigación sobre la 

babesiosis bovina por medio del diagnóstico inmunológico empleando pruebas 

serológicas, como lo son; Inmunofluorescencia indirecta (IFI), técnica que se 

caracteriza por la sensibilidad y especificidad que presenta, pero la cual se puede 

llegar a ver afectada, ya que dependerá de la experiencia e interpretación por 

parte del personal que la realice, de igual manera por el tiempo de realización y la 

cantidad de muestras que pueden llegar a ser analizadas; por lo tanto, se ha 
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realizado la comparación con el ensayo inmunoenzimático (ELISA), esto debido a 

que permite analizar un mayor número de muestras, la interpretación se realiza 

por medio de la medición de densidad óptica en un espectrofotómetro;  en la que 

se basa para establecer un punto de corte de tal forma que los resultados son 

considerados positivos o en su caso negativos, para poder determinar los datos 

epidemiológicos y su representación. 

Es así que la detección temprana de la enfermedad sería un elemento esencial 

para el control de la babesiosis. Para ello se requiere de métodos mejorados en el 

diagnóstico que permitan evaluar de forma eficiente el estado inmunológico 

(detección de anticuerpos) de los animales, métodos en los que se han empleado 

antígenos recombinantes de la superficie del merozoíto de B. bovis y así evaluar la  

condición epidemiológica de la zona en la que se encuentran, del mismo modo se 

debe indagar sobre como el ganado puede ser protegido contra estos agentes 

patógenos para lograr un óptimo rendimiento. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

La ganadería es una de las principales actividades productivas en México, se 

puede tener ganadería extensiva, intensiva y de autoconsumo, las cuales se 

pueden encontrar en tres regiones: 1) árida y semi-árida; 2) templada, y 3) trópico 

húmedo, sub húmedo y seco. En esta última, se aprovecha el buen potencial que 

se tiene para la producción de plantas forrajeras (debido a las características 

ecológicas de la zona) en áreas no arables que dificulta su uso para cultivos 

agrícolas básicos. Pero también favorece la presencia de ectoparásitos siendo los 

principales parásitos que causan problemas en los bovinos.  

La garrapata R. (Boophilus) microplus representa a los ectoparásitos de mayor 

importancia económica y sanitaria en México, ya que, ocasiona año con año 

grandes pérdidas en explotaciones ganaderas, así como la transmisión de agentes 

infecciosos causantes de la babesiosis bovina (Babesia bigemina y Babesia 

bovis), los cuales pueden ocasionar la muerte del ganado, por ende el diagnóstico 

de la babesiosis es un instrumento importante para la prevención y/o control, así 

como el manejo de la enfermedad, con base en esto es necesario realizar 

investigación científica para la elaboración de programas sobre el control de la 

enfermedad, y se tiene la necesidad de mejorar los métodos de diagnóstico, para 

ello las investigaciones se deberán centrar en el desarrollo de técnicas 

diagnósticas sensibles y específicas.  En tal sentido, esta búsqueda se ha dirigido 

a las proteínas de membrana de merozoítos y esporozoítos,  las cuales son 

capaces de inducir una respuesta inmune específica ya que sueros de animales 

inmunes inoculados con proteína MSA-1 reconocen los antígenos de superficie.  
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IV. MARCO TEÓRICO 

 

4.1 El género Babesia  

Babesia bovis pertenece:  

Reino Protista  

 Subreino Protozoa  

  Filo Apicomplexa  

   Clase Sporozoa  

    Subclase Piroplasmia  

     Orden Piroplasmida  

      Suborden piroplasmorina 

       Familia babesiidae 

        Género Babesia. 

         Especie Babesia bovis 

(Levine, 1971). 

 

4.1.1 Morfología 

 

4.1.1.1 Babesia bigemina 

 

Característicamente se observa y se identifica por un par de corpúsculos en forma 

de pera unidos en un ángulo agudo dentro del eritrocito maduro. También hay 

formas redondas que miden entre 2 y 3 micras y aquellas en forma de pera o 

alargadas, que miden entre 4 y 5 micras (Gasque, 2008). 

4.1.1.2 Babesia bovis 

 

Está típicamente identificada como un sólo corpúsculo, como pequeños 

corpúsculos redondos o como corpúsculos en pares en forma de pera unidos en 
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ángulo obtuso dentro de un eritrocito maduro. Las formas redondas miden de 1 a 

1.5 micras y las de forma de pera de 1.5 a 2.4 micras (Gasque, 2008). 

Es por esta razón que a B. bigemina se le incluye dentro de las babesias 

“grandes” y a B. bovis dentro del grupo de las “pequeñas” (Petrigh, 2010).  

 

4.2 Ciclo biológico  

 

Babesia bovis así como Babesia bigemina presentan formas evolutivas diferentes 

tanto en el hospedador definitivo (bovino) como en el hospedador intermediario o 

vector (garrapata) (Bravo, 2012). El bovino se infecta tras la mordedura de la 

garrapata por la inoculación de esporozoítos de Babesia bovis y/o Babesia 

bigemina con la saliva (Vasco, 2013). 

 

4.2.1 Ciclo biológico de Babesia bigemina y Babesia bovis  

 

El ciclo biológico de B. bigemina y B. bovis consta de una etapa sexual en la 

garrapata y una etapa asexual en los eritrocitos del bovino. 

La etapa sexual se inicia en el intestino de las hembras de R. microplus después 

de la ingestión de sangre de bovinos portadores de B. bovis y/o B. bigemina. Las 

condiciones propias del intestino medio de la garrapata estimulan la producción de 

dos poblaciones de células denominadas cuerpos radiados o "Strahlenkorper" 

derivadas de los gametocitos diferenciados en los eritrocitos del bovino. Los 

cuerpos radiados se multiplican formando fragmentos multinucleados, y 

posteriormente se fragmentan en unidades haploides que se fusionan en pares 

(singamia) para formar cigotos, proceso que incluye una división meiótica. Cada 

cigoto se multiplica en las células digestivas y luego en las células basofílicas, 

para generar los kinetos, proceso conocido como esporogonia. Los kinetos se 
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liberan en la hemolinfa desde donde invaden células de diferentes órganos, 

incluidos los ovarios, en los que se producen sucesivos ciclos de esporogonia 

secundaria. La invasión de los ovarios permite la transmisión transovárica del 

parasito a la próxima generación de garrapatas (Mackenstedt et al., 1995). 

El esporozoíto, estadio infectante madura en las glándulas salivales de la 

garrapata R. (Boophilus) microplus; B. bovis, llega a ser infeccioso dos a tres días 

posteriores que las larvas se prenden al bovino, sin en cambio B. bigemina, puede 

ser infeccioso nueve días después de que las larvas han infestado al bovino, 

momento en el que alcanza su etapa de ninfa y continúa en su etapa adulta 

(Antonio, 2013). Los esporozoítos son inoculados directamente al torrente 

sanguíneo a través del hipostoma de la garrapata y transportados por la saliva 

(Hodgson, 1992). 

De acuerdo con Hernández et al. (2010), solo el estadio larval de la garrapata R. 

microplus puede transmitir B. bovis, en estadio de ninfa se pierde esta capacidad, 

a pesar de mantener la infección.  

Cada esporozoíto infecta un eritrocito a través de un mecanismo que incluye la 

selección del eritrocito, adherencia, reorientación e invasión. Esta última depende 

de la integridad del complejo apical, y se encuentra situado en el extremo agudo 

de las formas invasivas del parásito, el cual incluye organelos llamados roptrias y 

micronemas, que se abren en la parte anterior de la célula y secretan adhesinas 

que permiten al parásito la adherencia al eritrocito, la modificación de su 

membrana plasmática y la rápida invasión dentro de una vacuola parasitófora que 

se desintegra antes de la división del trofozoíto. Esta nueva forma sin los 

organelos del complejo apical, inicia el estadio de merogonia caracterizado por la 

división binaria, asexual, la que finaliza con la formación de dos nuevas formas 

invasivas denominadas merozoítos (Figura 1.) (Young y Morzaria, 1986). 
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4.3 Mecanismo de invasión al eritrocito 

 

De acuerdo con Gratzer y Dluzewski, (1993); Miller et al. (2002); Yokoyama et al. 

(2006), son cinco los pasos que se distinguen en el proceso de invasión al 

eritrocito, los cuales son los siguientes: 

1. Ataque 

Figura  1. Ciclo biológico de Babesia bovis (Modificado de Chauvin et al., 
2009). 
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2. Reorientación y deformación del eritrocito 

3. Formación de unión estrecha merozoito-eritrocito  

4. Invasión  

5. Internalización  

1. Ataque  

La interacción inicial entre merozoíto y eritrocito probablemente se trate de una 

colisión al azar, el cual involucra interacciones irreversibles entre proteínas de la 

superficie del parásito y del eritrocito hospedador. Mediante ensayos bioquímicos 

se ha llevado a cabo la identificación de al menos dos miembros de la familia de 

antígenos variables de la superficie del merozoíto (VMSA) de B. bovis, 

denominados MSA-1 y MSA-2, los cuales se encuentran involucrados en la 

interacción inicial entre parásito al eritrocito (Gohil et al., 2010).  

2. Reorientación y deformación del eritrocito 

Posterior a la unión al eritrocito, el parásito se reorienta de tal manera que la 

porción apical es yuxtapuesta a la membrana del eritrocito. Esta reorientación 

coincide con una deformación transitoria del eritrocito. El contenido de la porción 

apical es expulsado cuando el parásito invade, lo que no ocurre cuando el proceso 

invasivo es bloqueado por anticuerpos anti MSA-1 y MSA-2 de B. bovis, lo cual 

indica que la porción apical cumple un rol en el proceso de invasión (Sam-Yellowe, 

1996). 

Gohil et al. (2010), propusieron que en B. bovis los cuerpos esféricos cumplen una 

función similar a los gránulos densos de Toxoplasma gondii los cuales descargan 

su contenido, en base a esto se ven implicados en la modificación de la célula 

hospedadora. 

3. Formación de unión estrecha merozoíto-eritrocito  

Después de la reorientación del merozoíto y la descarga de los micronemas se 

forma una estrecha unión entre el parásito y la célula hospedadora. Posiblemente 

proteínas del micronema son importantes para la formación de la unión. Entre las 
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proteínas localizadas en los micronemas se encuentran AMA1 (apical membrane 

antigen) y TRAP (thrombospondin-related adhesive protein) en Plasmodium y 

Babesia (Aikawa et al., 1992; Morrissette y Sibley, 2002; Allred, 2003; Gaffar et al., 

2004; Gohil et al., 2010). El hecho interesante en el caso de la proteína AMA1 es 

que reconoce residuos de ácido siálico de la glicoforina, lo cual indica que 

probablemente está involucrada en interacciones ligando-receptor con proteínas 

expuestas en la superficie del eritrocito (Reed et al., 2000; Morrissetts y Sibley, 

2002). 

4 y 5. Invasión e internalización  

Proteínas presentes en la membrana del eritrocito son redistribuidas al momento 

de la unión, de manera tal que el área de contacto sobre la membrana del 

eritrocito esté libre de proteínas. Cuando la incipiente vacuola parasitófora está 

siendo formada, la unión parásito-hospedador al inicio posee forma de anillo, y el 

parásito parece moverse a través de estas estructuras anulares durante la 

expansión de la membrana vacuolar parásitofora (PVM). Las citocalasinas inhiben 

la entrada del merozoíto, pero no el ataque o adhesión. Por medio de esta 

inhibición se sugiere que las fuerzas requeridas para la invasión del parásito están 

basadas en elementos del citoesqueleto tales como actina y miosina. La 

capacidad de la miosina para generar fuerza motriz está bien caracterizada (por 

ejemplo, en la contracción muscular). Una única miosina de Apicomplexa ha sido 

identificada sobre la membrana plasmática de Plasmodium y Babesia (Pinder et 

al., 2000; Morrissette y Sibley, 2002; Hettmann et al., 2000; Yokoyama et al., 

2006). 

El motor de miosina, presuntamente asociado con la porción citoplasmática del 

ligando del parásito, puede moverse a través de los filamentos de actina dentro del 

parásito y desplazar el complejo ligando transmembranal/receptor a través de la 

bicapa lipídica hacia la región posterior del parásito. El movimiento de la unión tipo 

anillo entre parásito y hospedador hacia atrás del merozoíto resulta en una 

internalización del parásito. 
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Una vez que el parásito ha entrado completamente, las uniones desaparecerán y 

la respectiva membrana vacuolar parásitofora se fusionara con la membrana del 

eritrocito. El cuerpo ya separado indica que el proceso de invasión se ha 

completado (Figura 2.) (Yokoyama et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Figura  2. Representación del reconocimiento e invasión de eritrocitos por merozoítos de 
Babesia bovis Adaptado de Yokoyama et al. (2006). 
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4.4 Patogenia 

 

En la babesiosis se pueden desarrollar diferentes tipos de acciones patógenas, 

tales como: acción mecánica (ruptura de glóbulos rojos); acción tóxica (liberación y 

excreción como resultado del metabolismo de los zoítos), demostrada a nivel del 

Sistema Nervioso Central (SNC) y acción expoliadora en cuanto compite por 

determinadas sustancias del organismo hospedador (hemoglobina) (Navarrete et 

al., 1999). 

El ganado infectado con B. bovis, presenta fiebre alta (41°C a 41.5°C), marcada 

depresión, anemia y en casos severos un síndrome cerebral caracterizado por 

lesiones neurológicas, combinado con inflamación generalizada, no específica; 

trastornos de la coagulación y estasis de los eritrocitos en los capilares; en cambio 

infecciones con B. bigemina, los efectos patogénicos se relacionan más con la 

destrucción de eritrocitos (Howell et. al., 2007). 

Según Mahoney (1977), se tienen dos eventos importantes en la patogenia de la 

babesiosis: en primer lugar, se tiene la liberación de substancias 

farmacológicamente activas que producen un choque, y en segundo lugar la 

anemia.  

Liberación de substancias farmacológicamente activas  

Las alteraciones clínicas se hacen presentes pronto en el curso de la infección 

incluso antes de poder detectar los anticuerpos. Este fenómeno se acentúa en 

animales esplenectomizados e inoculados por vía intravenosa, en los cuales se 

presenta un periodo de incubación aproximado de tres a cuatro días, indicando 

que el complejo antígeno anticuerpo no es el responsable de los signos clínicos, 

pero puede contribuir a ello. Con base en esto, se sugiere que substancias 

liberadas por Babesia que tengan actividad farmacológica o sean capaces de 

activar mecanismos fisiológicos que liberen substancias farmacológicamente 

activas, sean las responsables de ocasionar el choque terminal.  
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En un estudio realizado por Wright y Mahoney (1974), en el cual se observó la 

actividad de la calicreína en plasma de bovinos esplenectomizados e infectados 

con B. argentina (ahora B. bovis). Estos autores reportaron que la velocidad de 

conversión de calicreinógeno a calicreína aumentó uno a dos días antes de la 

presencia de los parásitos en sangre periférica; se considera que la calicreína 

desempeña un papel importante en el choque terminal que se observa en la 

infección por B. argentina (ahora B. bovis). 

 

4.5 Signos Clínicos  

 

El cuadro clínico de un animal infectado con Babesia varía según la edad del 

animal, su estado nutricional e inmunológico y la patogenicidad de la cepa del 

parásito. Los bovinos menores a 9 meses generalmente no presentan síntomas 

debido al grado de inmunidad transferida por el calostro, por lo que la mayoría de 

los casos clínicos de babesiosis se observan en animales adultos (Jaramillo, 

2016).  

Las infecciones por Babesia bovis se caracterizan por fiebre alta que va 

acompañada por decaimiento general, anorexia, shock circulatorio general y en 

ocasiones, también signos nerviosos como resultado del secuestro de eritrocitos 

infectados en capilares cerebrales. Puede aparecer anemia y hemoglobinuria en 

una fase más avanzada de la enfermedad. En las infecciones por B. bigemina, los 

signos más importantes consisten en fiebre, hemoglobinuria y anemia y no se 

produce secuestro intravascular de eritrocitos infectados (OIE, 2014). 

Las alteraciones clínicas que se observan en animales con parasitemias bajas, 

probablemente no sean provocadas por la destrucción de los eritrocitos debido a 

la entrada y salida de Babesia, sino a través de la activación de mecanismos 

fisiológicos del hospedador que provocan una inflamación generalizada y un 

choque (Morilla, 1981). 
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4.6 Epidemiología  

 

Las especies de Babesia asociadas a la infección de ganado bovino son Babesia 

bovis y Babesia bigemina (Vieira y Sastre, 2007; Oliveira et al., 2008); y su 

transmisión se encuentra relacionada con la presencia de la garrapata 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus y las condiciones climáticas y ecológicas, 

características de las zonas tropicales y subtropicales que determinan su 

reproducción y supervivencia (Figura 3.) (Guglielmone, 1995; Nari, 1995; 

Meléndez, 1998; Reggasa et al., 2003). 

 

Figura  3. Campaña nacional para el control de la garrapata Rhipicephalus antes 
Boophilus spp (SENASICA, 2018). 

Epidemiológicamente se reconocen a la Babesiosis y a la Babesiasis como 

términos para definir la manifestación, en un sitio determinado, de las infecciones 

del ganado con alguna especie de Babesia. Es así como el término Babesiosis 

hace referencia a casos de enfermedad clínica en poblaciones de individuos 
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susceptibles; y el termino Babesiasis se aplica en zonas enzoóticas y está 

relacionado con la existencia de infecciones subclínicas, ya sea en animales 

recuperados de la enfermedad o en animales jóvenes con un estatus inmune que 

les permite no ceder a la infección (Ristic, 1981; García, 1989; Solís, 1991; 

Ramírez, 1993). 

En la categorización perteneciente a la Babesiasis se considera un objetivo 

deseable y principal apoyar el concepto de estabilidad enzoótica, término en el 

cual se caracterizan las zonas donde se presenta un equilibrio entre el número de 

vectores, la tasa de inoculación del agente y la calidad de respuesta del sistema 

inmune del bovino, cuya consecuencia es la manifestación de una inmunidad de 

hato y ausencia de problemas clínicos. Bajo estas circunstancias, la infección de 

los animales en una edad donde todavía poseen inmunidad pasiva suficiente para 

resistir la enfermedad, es un elemento clave (McCosker, 1981; Ristic, 1981; 

García, 1989; Brown et al., 1990; Solís, 1991).   

La transmisión de la babesiosis bovina se encuentra determinada por la 

coexistencia de la triada epidemiológica, vector-parásito-hospedador (Figura 4) y 

está condicionada por la presencia de factores bióticos y abióticos que afectan la 

transmisión (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003; Jonsson et al., 2008). En las 

zonas enzoóticas, la dinámica de transmisión puede llegar a un estado de 

equilibrio entre el proceso infeccioso y la adquisición de inmunidad por parte de los 

hospedadores bovinos, estado epidemiológico conocido como estabilidad 

enzoótica (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003; Jonsson et al., 2008). En esta 

condición, los hospedadores bovinos se infectan con el protozoario a una edad 

temprana, en la cual no manifiestan signos clínicos, ya que cuentan con una 

inmunidad pasiva transferida desde la madre, que perdura aproximadamente 

hasta los 9 meses de edad (Carrique et al., 2000; Regassa et al., 2003). A partir 

de esta edad se desarrolla una inmunidad adquirida condicionada por la constante 

inoculación de parásitos, lo cual permitirá que el reto inmunológico permanente 

garantice a los hospedadores la ausencia de signos de la enfermedad (Betancourt, 

1996; Jonsson et al., 2008). 
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Figura  4. Coexistencia de la triada en babesiosis bovina. Adaptado de Meléndez (1998). 

 

Cuando se interrumpe el equilibrio en la transmisión, conlleva a presentarse una 

inestabilidad enzoótica, la cual es una situación donde los animales no se infectan 

hasta posterior a un tiempo de su nacimiento a pesar de estar expuestos al vector 

y parásito, por ende, no desarrollan una inmunidad contra Babesia. Es así que se 

presentan brotes epizoóticos lo que implica la manifestación de  signos clínicos de 

la enfermedad, así como disminución en la producción láctea y cárnica, postración 

de los animales y finalmente llegar a la  muerte de ganado; adicionalmente se 

presenta un incremento en los costos de manejo del sistema de producción por 

efecto de tratamientos farmacológicos, atención médico veterinaria y control de 

vectores (Blood, 2002; Ogden et al., 2005; Jonsson et al., 2008);  Por lo que una 
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estrategia adecuada es la vacunación, empleando la vacuna bivalente viva 

atenuada (No disponible comercialmente) derivada de cultivo in vitro (conteniendo 

Babesia bovis-Babesia bigemina), la cual es capaz de inducir una respuesta 

inmune sólida para proteger a los animales de granjas ubicadas en zonas 

tropicales, ya que la protección conferida por la vacunación fue de alrededor de un 

93 %; por ende se propone el uso de la vacuna no solo en aquel ganado 

proveniente de zonas libres de babesiosis, sino también en el ganado que se 

encuentra en áreas hiperendémicas (Ojeda et al., 2010).  

Para la determinación de zonas estables o inestables para babesiosis bovina se 

ha utilizado como indicador epidemiológico, la medición de anticuerpos tipo IgG 

totales, específicos para las especies de Babesia en bovinos entre 3 y 9 meses de 

edad (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003). Así, una zona presenta una 

estabilidad enzoótica para babesiosis bovina cuando el 75% o más de los bovinos 

entre 3 y 9 meses de edad son serorreactivos para Babesia (Vizcaíno, 1983; 

Quijano, 1996). 

 

4.7 Inmunología  

 

Las respuestas inmunitarias humoral y celular están involucradas en la inmunidad 

presente en la babesiosis. En la infección primaria cuando la infección por medio 

de la garrapata ocurre, los esporozoítos están libres en plasma en el flujo 

sanguíneo por un periodo corto; en esta etapa las inmunoglobulinas G (IgG’s) 

pueden prevenir la infección y neutralizar los esporozoítos después de haber 

invadido las células blanco (eritrocitos). Un nuevo estado comienza cuando las 

babesias establecen la infección intraeritrocitica. Durante esta etapa la parasitemia 

se puede agudizar y las células de la respuesta inmunitaria innata son 

responsables de controlar el crecimiento del parásito y evitar la extensión de la 

parasitemia. En la ausencia de macrófagos y células NK, se desarrolla una 

parasitemia alta en periodo corto, la inhibición es probablemente consumada por 
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la producción de factores solubles como el Interferon gamma (IFN-γ), por células 

NK y Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α), óxido nítrico (NO) y especies 

reactivas del oxígeno (ROS) por macrófagos (Homer et al., 2000). 

Los mecanismos inmunitarios se dirigen contra los eritrocitos infectados con B. 

bovis o contra los merozoítos libres. El papel de la respuesta celular en la 

protección contra el parásito se demuestra por la alta susceptibilidad de los 

animales esplenectomizados a la infección por babesia. Además, las respuestas 

inmunitarias llevaron a la aparición de formas intracelulares de "crisis" (Callow y 

Dalgliesh, 1982; Gray et al., 1985). El desarrollo de estos parásitos degenerantes 

parece ser causado más por las respuestas inmunes celulares que por las 

respuestas inmunes humorales (Zintl et al., 2005). Durante la infección aguda con 

B. bovis, la respuesta inmune innata parece ser esencial y requiere la producción 

de interleucina-12 (IL12) e interleucina18 (IL18). Estos estimulan las células 

asesinas naturales (NK) para producir altos niveles de interferon gamma (IFN-γ) 

(García et al., 2004; Goff et al., 2006; Shoda et al., 2000); que inducen la 

producción de óxido nítrico (NO) por los macrófagos (Goff et al., 2006). Durante la 

infección crónica, la lisis de los glóbulos rojos infectados (iRBC) también está 

mediada principalmente por el NO producido por los macrófagos esplénicos 

activados por IFN-γ y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Este mecanismo 

es entonces regulado por las citoquinas tipo 1 y es inhibido por la interleucina-4 

(IL4) y la interleucina-10 (IL10) (Goff et al., 2001; Goff et al., 2002). La respuesta 

inmune humoral no permite la eliminación del parásito, pero varios mecanismos 

ayudan a controlar la parasitemia (Brown, 2001): citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpos (ADCC) mediada por IgG1, descrita in vitro por Goff et al. (1984), 

opsonización mediada por IgG2, neutralización de la adherencia de los merozoítos 

libres a RBC y de la citoadherencia de iRBC a células endoteliales (Brown et al. 

2006b) y activación del complemento mediado por IgG1 e IgG2 (Brown y Palmer, 

1999). 
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La evolución de la infección aguda depende del momento y la ubicación de la 

producción de las citocinas inflamatorias  de tipo 1 y de las cantidades producidas. 

Una comparación de la respuesta inmune de los terneros y el ganado adulto 

contra B. bovis mostró que la respuesta innata solo es protectora si el IFN-γ y la 

IL12 se producen antes, de la producción de IL10. Cuando se producen al mismo 

tiempo IL10, IL12 e IFN-γ, la respuesta de tipo 1 y la producción de NO en el bazo 

se retrasan o disminuyen, lo que permite la expresión de la enfermedad (Goff et 

al., 2001). Por el contrario, durante la infección crónica, el nivel bajo de 

persistencia del parásito requiere la activación de la respuesta inmune adaptativa: 

los linfocitos Th0 y Th1 activan la producción de IgG, en particular los mecanismos 

de lisis opsonizantes de IgG2 e iRBC mediados por macrófagos y NO (Brown, 

2001).  

Durante el primer paso de la invasión a los eritrocitos, el merozoíto de Babesia usa 

moléculas localizadas en la superficie de la membrana del parásito para unirse a 

la célula hospedera. En el caso de Babesia bovis la superficie de los merozoítos 

posee al menos cinco proteínas que pertenecen a la familia de los antígenos 

variables de la superficie del merozoito (VMSA). El antígeno 1 de superficie del 

merozoíto (MSA-1) y antígeno 2 de superficie del merozoíto (MSA-2) están 

localizados en la superficie de ambos merozoítos derivados del esporozoíto de la 

garrapata. Notablemente los anticuerpos contra MSA-1 inhiben la adhesión de los 

esporozoítos al eritrocito in vitro, así mismo bloquea la invasión del merozoíto. Los 

esporozoítos y merozoítos de Babesia bovis invaden la misma célula blanco, el 

eritrocito; esto ha sugerido que las superficies de sus membranas son similares y 

usan las mismas moléculas para atacar e invadir a los eritrocitos. Las RAP-1 

(proteína asociada a roptria), son responsables de la patogenicidad de 

protozoarios como Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria y Babesia, son el blanco 

para desarrollar vacunas. RAP-1 es un antígeno immunodominante para los 

linfocitos T y es reconocido por los LcT CD4+ de memoria (Clawson et al., 2002; 

Norimine et al., 2002; Matsuo et al., 2005). 
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En cepas virulentas de B. bovis, se liberan solo dos proteasas, algunas han 

mostrado ser quimiotacticas para leucocitos polimorfonucleares, y por razones aún 

no determinadas, parecen tener especificidad por los capilares del pulmón y 

posiblemente del cerebro causando el secuestro de los eritrocitos y neutrófilos y 

consecuentemente anoxia (Aguilar et al., 2009).  

En las infecciones con B. bovis los parásitos inducen cambios en la membrana y la 

trombospondina (TPS) una proteína derivada de varias células incluyendo células 

endoteliales y trombocitos, se ha observado que está directamente involucrada en 

la citoadherencia. Estas glicoproteínas no solo se unen a los trombocitos y 

superficie de células endoteliales sino también a heparina, fibronectina y colágeno 

(Timms et al., 1990). 

Cuando los eritrocitos son secuestrados, empiezan a producirse citocinas pro 

inflamatorias como el TFN y la Interleucina-1 (IL-1) estas aumentan la expresión 

de moléculas de adherencia en la superficie del endotelio vascular, incluyendo 

ICAM (molécula de adhesión intracelular) VCAM (molécula de adhesión a la célula 

vascular) y P-selectin (expresada en endotelio vascular y plaquetas), e inducen 

generación del óxido nítrico. El óxido nítrico tiene efectos homeostáticos y 

patogénicos. Puede inhibir la respiración mitocondrial y la bomba de Na+/K+ lo 

cual puede causar la deformidad del eritrocito y la muerte del parásito. La 

activación inmunológica intensa crea un entorno inflamatorio que promueve el 

secuestro del eritrocito, hipoglucemia, acidosis metabólica, coagulopatías y 

trombocitopenia. El resultado final es una patología similar en el cerebro, pulmón, 

riñón y otros órganos (Krause et al., 2007).    

Las formas respiratorias y cerebrales de esta enfermedad son resultado del 

secuestro de los eritrocitos en capilares, una consecuencia de la sobreproducción 

de óxido nítrico (NO) y las citocinas inflamatorias TNF-α e IFN-γ en respuesta a la 

infección. Se ha propuesto que la resolución de la infección aguda en becerros 

infectados con B. bovis con una cepa virulenta, depende de una sólida respuesta 

inmunitaria innata en el bazo que causa la activación de macrófagos vía IFN-γ y 

productos derivados del parásito, que da por resultado la aniquilación de los 
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organismos por fagocitosis y producción de metabolitos tóxicos del macrófago, 

incluyendo NO (McCormick et al., 2000). 

 

4.8 Diagnóstico  

 

4.8.1 Diagnóstico de laboratorio 

 

En la actualidad, se dispone de numerosos métodos como: los microscópicos, 

serológicos y moleculares para el diagnóstico de la babesiosis. Los primeros 

identifican directamente los hemoparásitos en las muestras clínicas; los segundos, 

detectan la respuesta humoral específica, mientras que las pruebas moleculares 

detectan el material genético (Guevara et al., 2011). 

Como se ha mencionado anteriormente existen métodos microscópicos y 

moleculares los cuales son considerados métodos directos y métodos serológicos 

los cuales son considerados indirectos en el diagnóstico de la babesiosis. 

Debido a que los glóbulos rojos parasitados quedan retenidos en los capilares 

razón por la cual la mejor muestra es sangre capilar; sin embargo, en casos de 

infección por B. bovis debido a la multiplicación en los capilares cerebrales el 

porcentaje de falsos negativos en los frotis de sangre aumenta. Como los glóbulos 

rojos parasitados se concentran en la red capilar y la fragilidad aumenta 

considerablemente, se recomienda realizar frotis de sangre periférica tomada por 

punción capilar. Muestras con más de cuatro horas de colectadas pueden generar 

falsos negativos (Cotrino et al., 2007). 

La toma de una muestra sanguínea de calidad, venosa (yugular o coccígea) o 

capilar (oreja, punta de la cola) es crucial para iniciar el diagnóstico de laboratorio 

de infecciones por Babesia (Chatel et al., 1999). B. bovis a diferencia de B. 

bigemina es escaso en sangre periférica y se ubica de preferencia en capilares de 

órganos como el cerebro, riñón, hígado y bazo (Tananyutthawongese et al., 1999). 
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4.8.1.1 Métodos directos  

 

 Frotis sanguíneo  

Se define como frotis a la preparación microscópica delgada y transparente, 

extendida entre dos cristales (porta o cubreobjetos), obtenida de un líquido 

orgánico espeso o tejido semilíquido o pastoso (sangre, aspirados, secreciones, 

exudados, etc.). El estudio e interpretación del frotis de sangre periférica 

representa la extensión morfológica del estado de los elementos celulares de la 

sangre. Constituye un examen rutinario que cuando es debidamente interpretado 

por el observador tiene una enorme utilidad diagnóstica para el médico y puede 

considerarse el paso más importante en la identificación del mecanismo 

responsable de una anemia (Grinspan, 1985; Gallo, 2014). 

La presencia de B. bovis y B. bigemina en la sangre de los bovinos puede ser 

detectada por observación al microscopio óptico de extendidos finos de sangre 

periférica coloreados con la tinción de Giemsa. En estos preparados, los eritrocitos 

infectados contienen distintas formas del parásito, las formas simples ovaladas 

(merozoítos), las formas de anillo (trofozoíto) y las formas pares (merozoítos) 

luego de la división celular (Petrigh, 2010).  

Los frotis gruesos son útiles en la detección de pequeñas cantidades de parásitos, 

pues se analiza una cantidad diez veces mayor que en el frotis fino; sin embargo, 

la identificación de especies se realiza de mejor manera con frotis finos, se puede 

identificar bajo un microscopio con el lente de inmersión (100X), donde se 

observan todos los estadios divisionales del parásito. La sensibilidad es de un 

parásito por cada 106 glóbulos rojos; sin embargo, esto depende en gran medida 

de la parasitemia que se presente en el momento de realización del diagnóstico 

(Vasco, 2013). 
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 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es una reacción enzimática in vitro 

que amplifica millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios 

ciclos repetidos en los que la secuencia blanco, es copiada fielmente (Tamay, 

2013).  

La PCR descrita por Mullis en 1983, supuso un gran avance para la 

universalización de las técnicas moleculares (Lejona et al., 2006). El método 

posee características especiales de sensibilidad, especificidad, versatilidad, 

rapidez y accesibilidad que la hacen útil en identificación y diagnóstico. Es 

eficiente en la detección de un patógeno a nivel de subgénero, identificación de la 

especie, complejo o serotipo del organismo presente en una muestra determinada 

y en la identificación individual (Añez et al., 2007). 

Los ensayos de PCR múltiple en el campo veterinario, inicialmente fueron 

descritos para B. bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale (Figueroa et al., 

1993). En esta técnica, la eficiencia de numerosos juegos de iniciadores (primers) 

desarrollados depende en gran medida del uso de secuencias conservadas (Lew y 

Jorgensen, 2005; Adham et al., 2009). Entre los protocolos múltiples para el 

diagnóstico simultaneo de infecciones mixtas que incluyan a Babesia, se citan la 

detección en bovinos de A. marginale, Trypanosoma  evansi, B. bovis, B. bigemina 

y Theileria sp. siendo de gran ayuda en estudios epidemiológicos, ya que permite 

la disminución en el requerimiento de costos, tiempo y personal 

(Tananyutthawongese et al., 1999). 

De acuerdo con Figueroa et al. (1993), los primers BiIA/BiIB y BoF/BoR diseñados 

y ensayados a nivel de campo han evidenciado una alta prevalencia de bovinos 

infectados con B. bigemina y B. bovis, así como la identificación de infecciones 

subclínicas y crónicas. Este mismo juego de primers así como otros sintetizados a 

partir de diferentes regiones del parásito han sido utilizados para el diagnóstico de 

infecciones en el vector R. microplus contribuyendo al mejor entendimiento de la 
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verdadera epidemiología de la infección (Oliveira-Sequeira et al., 2005; Quintao-

Silva et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Ogo et al., 2012). 

Pese a lo anteriormente señalado, en el diagnóstico de estos agentes, la 

tecnología nPCR (nested PCR o PCR anidado) pareciera ser de mayor valía 

(Oliveira et al., 2008; Cantu et al., 2009) y la mayor prevalencia en algunas áreas 

geográficas se justificaría por la mayor sensibilidad de esta variante en 

comparación a PCR convencionales o mPCR (multiplex PCR o PCR múltiple) 

(Martins et al., 2010; Awad et al., 2011). En tal sentido utilizando juegos de primers 

específicos a nivel de especie sintetizados para ampliar la región espaciadora 

interna transcrita (ITS), ha permitido detectar prevalencias de 21% y 12% 

respectivamente para B. bigemina y B. bovis con 6,5% de infección mixta en el 

norte de Tailandia (Cao et al., 2012). 

 

4.8.1.2 Métodos indirectos  

 

Los métodos indirectos son aquellos que permiten la detección de anticuerpos 

específicos circulantes, para la identificación de bovinos portadores asintomáticos 

y reservorios (Álvarez y Cantó, 1991).  

 Fijación del complemento  

En 1962, aparece la información de la prueba de fijación del complemento para 

babesiosis (Mahoney, 1962). La prueba se basa en la competencia para fijar el 

complemento entre dos sistemas antígeno-anticuerpo, uno de ellos formado por 

eritrocitos-hemolisina y el otro por el sistema de prueba que contiene el antígeno 

específico. Primero se hace reaccionar el sistema específico con el suero 

problema y el complemento, añadiéndose después el sistema hemolítico. Si la 

reacción especifica es positiva, el complemento se fijará al primero, el segundo 

sistema se sedimentará formando un botón de eritrocitos en el fondo del tubo. Por 

el contrario, si no hubo anticuerpos específicos, el complemento se añadirá 
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entonces al sistema hemolítico, provocando la lisis de los eritrocitos (reacción 

negativa) (Vega, 1989). 

 Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

El desarrollo de la técnica de inmunofluorescencia se debe a Albert Coons de la 

Universidad de Harvard (Coons et al., 1941). Las técnicas de inmunofluorescencia 

pueden aplicarse como técnicas directas para investigar la presencia de antígenos 

virales, parasitarios, bacterianos o micóticos en muestras clínicas y también se 

utiliza en su modalidad indirecta; es decir, para investigar la presencia de 

anticuerpos contra determinado antígeno, esta técnica, de gran versatilidad y 

aplicación al diagnóstico presupone contar con un anticuerpo marcado con 

fluoresceína, anticuerpo dirigido contra la inmunoglobulina, este anticuerpo 

marcado recibe el nombre de conjugado y puede unirse a la inmunoglobulina 

(Guzmán y Bernal, 1999). 

La técnica de inmunofluorescencia existe la modalidad directa que detecta 

antígeno y la modalidad indirecta más utilizada en encuestas serológicas para 

detectar la presencia de anticuerpos, esta última está basada en la capacidad de 

la globulina del anticuerpo (IgG) para acoplarse químicamente con su 

correspondiente antígeno en una primera reacción donde esta reacción no se 

visualiza y luego en una segunda reacción con un conjugado marcado con un 

colorante fluorescente o fluorocromo (Anti-IgG bovino) (Benito y Gil, 2008).  

Posiblemente IFI, es la técnica más utilizada para el diagnóstico de animales 

portadores asintomáticos de Babesia. Debido a su gran sensibilidad y al hecho de 

que los hemoparásitos poseen antígenos comunes, prácticamente da reacción 

cruzada con todas las especies de Babesia, requiriéndose establecer títulos 

mínimos de reacción específicos para cada uno (Ross y Lohr, 1968; Zwart y Van 

den Ende, 1968). 
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 Inmunoabsorción enzimática (ELISA)   

El ensayo inmunoenzimático indirecto (iELISA) al igual que la IFI, también permite 

la detección de anticuerpos circulantes en sangre, entre las principales ventajas 

con las que cuenta esta técnica son la capacidad para procesar un elevado 

número de muestras durante una jornada laboral, la objetividad de los resultados y 

la elevada sensibilidad y especificidad diagnóstica. 

El enzimoinmunoanálisis (ELISA) y el ELISA de competición (C-ELISA) con 

proteínas recombinantes de merozoíto de B. bovis y B. bigemina ha sustituido la 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la detección de anticuerpos contra 

Babesia sp., debido a la eficiencia del procesado y la objetividad en la 

interpretación de los resultados (OIE, 2014). 

 

4.8.2 Diagnóstico Post-mortem 

 

Las lesiones que se encuentran en la necropsia pueden ser excesiva cantidad de 

fluido seroso en las cavidades, edema subcutáneo y pulmonar, esplenomegalia 

(aumento del tamaño del bazo), hepatomegalia (aumento del tamaño del hígado) y 

riñones inflamados y frecuentemente hemorrágicos (Mehlhor, 1993). En tejidos 

mantenidos en refrigeración, los glóbulos rojos parasitados pueden durar hasta 

doce horas, de ahí la importancia de enviar tejidos (hígado, bazo y cerebro) para 

el diagnóstico (Cotrino et al., 2007). 

 Improntas cerebrales 

Es un método diagnóstico con mayor utilidad en el caso de infecciones con 

Babesia bovis, por la característica que tiene el parásito de acumularse en 

grandes cantidades dentro de los capilares cerebrales de los animales infectados 

(Buening, 1991).  
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Las improntas se realizan con material de órganos muy irrigados como riñón, 

corazón, bazo o cerebro. La observación microscópica directa es el método más 

eficiente por su rapidez y economía para el diagnóstico de la babesiosis aguda 

causada por B. bovis y B. bigemina (Lew y Jorgensen, 2005). Además, permite la 

diferenciación entre especies de Babesia por su morfología y la determinación de 

la parasitemia (proporción de eritrocitos parasitados). 

 

4.9. Estrategias de Control 

 

Para el control de las enfermedades transmitidas por garrapatas se ha 

considerado la integración de actividades dirigidas al vector, al parásito y/o al 

hospedero (FAO, 1989).  

De acuerdo con Álvarez (1991), existe una serie de métodos y estrategias 

identificadas, las cuales son aplicables al control de la babesiosis las cuales 

incluyen:  

 

4.9.1 Control del vector 

 

En los países tropicales y subtropicales, uno de los principales problemas 

económicos en la ganadería bovina son las garrapatas y las enfermedades que 

éstas trasmiten. Por su importancia económica y sanitaria la garrapata 

Rhipicephalus (Boophilus) es el género principal bajo control y erradicación en la 

campaña realizada en México. La estrategia más utilizada para controlar las 

garrapatas consiste en romper el ciclo de esta a través de la aplicación de 

tratamientos con garrapaticidas, sobre el cuerpo de los animales infestados a 

intervalos específicos determinados por la región ecológica, especies a las que se 

van a combatir y eficacia residual del garrapaticida (Rodríguez et al., 2006). 
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Las familias de productos químicos que se utilizan para el control de las 

garrapatas son: Organofosforados, Piretroides, Amidinas y Lactonas 

Macrocíclicas. Estos productos han sido utilizados con éxito en el control de las 

garrapatas; sin embargo, su uso irracional ha ocasionado la generación de cepas 

de garrapatas R. microplus resistentes a la acción de la mayoría de estos 

productos químicos (Rodríguez et al., 2006). 

 

4.9.2 Control de movilización de ganado 

 

La movilización controlada es recomendada cuando se desea evitar que ganado 

portador de la enfermedad o infectado con garrapatas sea introducidos a regiones 

libres (Osorno, 1978). Movilizar ganado sin garrapatas y así evitar introducir 

vectores infectados a regiones libres de garrapatas y de la enfermedad. Sin 

embargo, lo más importante es vacunar o premunizar al ganado que será 

introducido a zonas endémicas de la enfermedad, sobre todo aquel que proviene 

de zonas libres de garrapatas (Hernández et al., 2010). 

 

4.9.3 Uso de ganado resistente  

 

Consiste en seleccionar ganado cebuino (Bos indicus) lo cual ha sido practicado 

en Australia, América Central y Sudamérica (Álvarez, 1991). Estos animales han 

mostrado habilidad para desarrollar inmunidad a la infestación con garrapatas, 

pretendiendo una estabilidad endémica y considerándose las pérdidas de ganado 

local o indígena insignificantes. Un inconveniente es que la baja productividad de 

este ganado ha conducido al uso de ganado de tipo europeo encastado con 

cebuino. 
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4.9.4 Inmunización  

 

Desde finales del siglo XIX se sabe que los bovinos susceptibles, después de 

sufrir la infección de protozoarios del género Babesia, son capaces de desarrollar 

fuerte inmunidad contra futuras reinfecciones (Connaway y Franics, 1899). 

El método inmunoprofiláctico que se utiliza con mayor frecuencia fue desarrollado 

en Australia, mediante el cual se infectaba animales libres de la enfermedad con 

sangre de bovinos que se habían recuperado de ésta, para aplicar posteriormente 

un tratamiento específico y evitar su muerte (Callow, 1976). Por su parte, Callow y 

Mellors (1966), estandarizaron el número de parásitos a inocular, utilizando 

becerros esplenectomizados como los proveedores de los parásitos. Esta 

metodología ha sido posteriormente aplicada en Argelia, Sri Lanka, Argentina, 

Uruguay, Sudáfrica, Israel y Cuba (Callow, 1976; Echaíde et al., 1993; REDLAB, 

1994). Este método, consiste en el uso de organismos vivos de reducida 

virulencia, los cuales se obtienen al realizar pases seriados rápidos de sangre 

infectada en becerros esplenectomizados en el caso de B. bovis (Callow, 1976), y 

pases lentos en becerros sin esplenectomizar, en el caso de B. bigemina 

(Dalgliesh et al., 1981). 

Una seria desventaja de este procedimiento es que al reproducir las especies de 

Babesia en becerros, los inmunógenos podrían llegar a contaminarse con otros 

patógenos y producir su diseminación a otras áreas (Rogers et al., 1988). Este 

riesgo es eliminado mediante la multiplicación de poblaciones del parásito en 

condiciones in vitro (Rodríguez et al., 1983; Vega et al., 1985).  

La inmunización parece ser el procedimiento que ofrece las mejores perspectivas; 

este método de prevención y/o control se considera una de las alternativas 

primordiales para resolver el complejo problema de la babesiosis bovina. 

Sin importar la fuente o tipo de antígeno, una vacuna ideal contra la babesiosis se 

considera debe reunir las siguientes cualidades (Álvarez, 1991):  
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 Prevenir clínicamente la enfermedad en condiciones de campo.  

 Proteger contra todas las cepas de los parásitos.  

 Inducir una protección prolongada con solo una o dos inoculaciones.  

 No contener antígenos o infecciones contaminantes.  

 Disponibilidad en grandes cantidades. 

 Costo razonable.  

 Segura y fácil de administrar. 

En México se desarrolló una vacuna bivalente, en el CENID-PAVET (Centro 

Nacional de Investigación Disciplinaria en Parasitología Veterinaria) del INIFAP, la 

cual fue elaborada con una cepa de Babesia bigemina (Bis) originalmente  aislada 

de un caso clínico en México, mantenida en cultivo in vitro  y criopreservada, que 

ha mostrado características de reducida virulencia, también contiene la cepa de B. 

bovis (Bor) originalmente derivada de un aislado de campo, la cual fue clonada en 

laboratorio e irradiada con una fuente de cobalto y retornada a cultivo . Esta 

vacuna ha mostrado una adecuada protección en animales vacunados y 

desafiados en campo; sin embargo, tiene el inconveniente del manejo, ya que se 

tiene que mantener en congelación en nitrógeno líquido hasta momentos antes de 

ser aplicada, razón por la cual puede estar disponible solo como un paquete 

tecnológico en el que se ofrece la asesoría necesaria para su uso adecuado 

(Hernández et al., 2010). 

 

4.10 Búsqueda de antígenos 

 

Las investigaciones recientes sobre babesiosis bovina se han centrado en la 

determinación de su taxonomía, el desarrollo de técnicas diagnósticas sensibles y 

específicas, aspectos de la fisiopatología y búsqueda del mejoramiento de 

métodos de quimioterapia e inmunoprofilaxis (Aktas et al., 2007). 

En la literatura científica, desde la década de los noventa se han reportado 

secuencias nucleotídicas de cepas circulantes de B. bovis y B. bigemina de 
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diferentes regiones, reportándose genotipos idénticos en Asia, África, América, 

Europa y Oceanía (Alhassan et al., 2005; Altangerel et al., 2009); Sin embargo, se 

han reportado cepas con variaciones genéticas asociadas a modificaciones 

endógenas y exógenas inducidas por tratamientos antiparasitarios, mecanismos 

de respuesta inmune del hospedador y procesos evolutivos que han generado 

mecanismos de resistencia y patogenicidad que garantizan su permanencia en el 

tiempo (Criado et al., 2006). 

En el estudio y caracterización de los antígenos de la Babesia existe el problema 

de su obtención en forma pura. Esto obedece a que Babesia se encuentra dentro 

del eritrocito, y ha sido difícil su obtención en una forma libre por los métodos 

tradicionales de lisar los glóbulos rojos parasitados ya sea con agua destilada, 

congelación y descongelación, sonicación, o utilización de saponinas, entre otros. 

De acuerdo con Gravely y Kreir, (1974) al utilizar la técnica de sonicación de flujo 

continuo, se ha obtenido una preparación con gran cantidad de parásitos libres de 

estroma de eritrocitos, lo cual permitirá efectuar estudios más completos de los 

antígenos. Por otro lado, para entender los mecanismos de resistencia del 

hospedador se debe tomar en cuenta que los antígenos de la Babesia deben 

variar de acuerdo con los diferentes estadios del ciclo. Se considera que los 

primeros antígenos con los que el hospedador tiene contacto son los del 

esporozoíto (inoculado por la garrapata); antígenos poco estudiados por la 

dificultad de su obtención y purificación. Debido a que no se ha demostrado una 

fase reproductiva exoeritrocítica, probablemente el siguiente estadio del ciclo sea 

el eritrocítico, en el cual Babesia bovis dentro del eritrocito se convierte en 

trofozoíto que se divide formando los merozoítos, los cuales salen del eritrocito 

para invadir a otros eritrocitos. Cada fase debe estar constituida por un mosaico 

antigénico, siendo la más estudiada la fase eritrocítica, en que los antígenos se 

encuentran en el eritrocito o libres en el plasma (Ross y Lohr, 1968). 

La necesidad de mejorar los métodos de diagnóstico de la babesiosis bovina y de 

desarrollar nuevas vacunas, ha conducido a la búsqueda, identificación y 

caracterización de antígenos. En tal sentido, todas las búsquedas se han dirigido a 
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la familia de las proteínas variables de la membrana de merozoítos (Hodgson et 

al., 1992), a las del complejo apical en particular a las proteínas de las roptrias 

(Brown et al., 1998; Brown y Palmer, 1999) y a las proteínas de la superficie de 

eritrocitos infectados (Shompole et al., 1993). 

Con la publicación de la secuencia del genoma completo de B. bovis (Brayton et 

al., 2007),  y la casi terminada secuenciación del genoma de B. bigemina por el 

Instituto Sanger, es posible ahora el estudio a nivel genómico de estos patógenos, 

y ha proporcionado a la fecha información valiosa sobre las características 

esenciales de la composición de su genoma y la comparación de éste con el de 

otros protozoarios apicomplexa de importancia en salud humana y animal, como 

aquéllos de los géneros Plasmodium y Theileria. Esta información ha permitido la 

incorporación de diversos análisis con programas de bioinformática que hacen 

posible la identificación de genes nuevos, o que son homólogos en otras especies, 

además del estudio de las proteínas predichas, su análisis comparativo y las 

características físico-químicas, antigénicas y filogenéticas que permiten un primer 

examen del potencial de estos genes putativos como candidatos para su uso 

como agentes de diagnóstico o vacunal (Mosqueda et al., 2012). 

Se han utilizado genes que codifican antígenos de organelos y de la cubierta de 

superficie de Babesia spp, específicamente la proteína asociada a las roptrías 1a 

(RAP-1a), el antígeno de la superficie del merozoíto 1 y 2 (MSA-1, MSA-2), la 

glicoproteína de superficie 45 (GP-45) y algunos citoplasmáticos como la proteína 

de choque térmico 20 (HSP-20) (Mosqueda et al., 2012).  

El antígeno de superficie del merozoíto 1 (MSA-1) de Babesia bovis, miembro de 

la familia de antígenas variables de superficie del merozoíto (VMSA), es una 

glicoproteína inmunodominante que produce anticuerpos que inhiben la invasión 

de eritrocitos. MSA-1 es un candidato a utilizar porque está codificada por un gen 

de copia única, se encuentra en la superficie del merozoíto, es altamente 

inmunogénica en su estado nativo, y los anticuerpos contra versiones nativas y 

recombinantes del antígeno principal de Babesia bovis MSA-1 neutralizan la 
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infectividad de los merozoítos de las cepas de Texas y México in vitro (Hines et al., 

1992; Mosqueda et al., 2002). 

Desde hace mucho se han estudiado antígenos que fueron identificados por su 

capacidad para inducir respuestas inmunológicas protectoras a bovinos 

inmunizados. Algunos de estos antígenos incluyen aquellos localizados en la 

membrana de la superficie del merozoíto (MSA). Sin embargo, estos antígenos 

han mostrado una gran variabilidad antigénica, que se traduce en una ausencia de 

reconocimiento por anticuerpos contra cepas con MSA distintos (Hines et al., 1992; 

Leroith et al., 2005) y que compromete su uso como antígenos vacunales. Sin 

embargo, un análisis bioinformático más detallado de las secuencias de estos 

genes obtenidas de cepas de distintas zonas geográficas, pueden permitir 

identificar regiones conservadas que se han usado para generar péptidos 

sintéticos específicos. Estos péptidos pueden entonces usarse como agentes 

vacunales, y que al ser aplicados como inmunógenos en bovinos susceptibles, 

induzcan anticuerpos que neutralicen el proceso de invasión y por lo tanto eviten 

el establecimiento de la infección (Florin-Christensen et al., 2007). 

Aunque existen diferencias entre las distintas especies durante el proceso de 

invasión, lo cierto es que las vacunas basadas en un sólo antígeno tienen pocas 

posibilidades de conferir una protección adecuada, independientemente del tipo de 

antígeno usado. 

 

4.11 Tratamiento  

 

El tratamiento exitoso de los animales con babesiosis depende mucho de un 

diagnóstico temprano y la administración oportuna de medicamentos efectivos 

(Medellín, 1998). 

La terapéutica debe ir encaminada a cubrir dos aspectos importantes; por un lado, 

ayudar al organismo de luchar contra el parásito, exterminándolo o, al menos, 
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consiguiendo establecer el equilibrio parásito-hospedador y por otro lado que el 

parásito, si persiste quede controlado, en cuanto a su reproducción se refiere 

(Cordero, 2002). 

Un tratamiento específico y efectivo para la piroplasmosis es el Dipropionato de 

Imidocarb que está indicado para el tratamiento, control y prevención de la 

babesiosis, a una dosis de 1.2 a 3 mg/kg de peso por vía subcutánea o 

intramuscular. En México existen otras formulaciones a base de Diminazina, 

Dibenzamidina y Diazoaminodibenzamidina pero que no tienen un efecto residual 

tan prolongado como el Dipropionato de Imidocarb (Flores, 2006). 

Así mismo el Diaceturato de Diaminodibenzamidina a dosis de 3 a 5 mg/kg por vía 

intramuscular y de Imidocarb en dosis de 1.2 a 3 mg/kg por vía subcutánea son 

eficaces. El tratamiento de soporte y buena alimentación son necesarios para 

ayudar a la recuperación (Medellín, 1998).  
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V. HIPÓTESIS 

 

La utilización de anticuerpos policlonales anti MSA-1, reconocerán a las proteínas 

nativas y el antígeno crudo, mediante la técnica de ELISA e IFI, respectivamente, 

para el serodiagnóstico de Babesia bovis. 
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VI. OBJETIVOS 

 

 6.1 Objetivo general  

 

Poner a punto la prueba serológica iELISA mediante el uso de la proteína 

recombinante MSA-1 de Babesia bovis. 

 

6.2 Objetivos particulares  

 

Detectar el reconocimiento inmunológico de anticuerpos policlonales anti-

MSA-1 en muestras de ovinos inoculados experimentalmente con la proteína 

MSA-1. 

Determinar la seroprevalencia de babesiosis bovina en el campo experimental 

"Pichucalco" empleando como antígeno la proteína recombinante MSA-1 de 

Babesia bovis. 

Contrastar los resultados de la prueba de iELISA, con resultados obtenidos en 

la prueba estándar, inmunofluorescencia indirecta para detección de 

anticuerpos anti-Babesia bovis. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Diseño de Estudio 

7.1.1 Localización  

 

El estudio se realizó en las instalaciones del Centro Nacional de Investigación 

Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI), ubicado en el municipio de 

Jiutepec, en el Estado de Morelos. El municipio cuenta con un clima cálido 

subhúmedo, con una temperatura promedio anual de 21°C, con una precipitación 

pluvial promedio anual de 1,021 milímetros cúbicos al año, la temporada de lluvias 

es entre los meses de junio y octubre.  

7.1.2 Reconocimiento inmunológico en ovinos 

 

Se emplearon sueros de dos ovinos machos de 6 meses de edad de la raza Black 

belly, los cuales fueron inoculados con proteína recombinante MSA-1, que ha sido 

clonada y purificada en trabajos previos en el laboratorio perteneciente a la unidad 

de babesiosis del CENID-SAI, al realizar la inoculación se complementó con 

adyuvante de Freund. La cantidad utilizada de proteína recombinante fue de 6,740 

µl (Dosis total), así como 12.900 ml de adyuvante de Freund (Dosis total), los 

cuales fueron inoculados en siete aplicaciones por vía subcutánea (Con intervalo 

de 14 días entre inoculaciones). 

La toma de muestras sanguíneas se llevó a cabo antes de cada inoculación a 

partir de la punción de la vena yugular utilizando el sistema de vacío vacutainer, 

las muestras sanguíneas fueron analizadas en el laboratorio perteneciente a la 

unidad de Babesiosis del CENID-SAI en el cual se obtuvo el suero sanguíneo y se 

empleó como muestras problema en la elaboración de las pruebas como el 

Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas indirecto (iELISA) e 

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para detección de anticuerpos. 
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7.1.3 Seroprevalencia de babesiosis bovina 

 

Se llevó a cabo un estudio observacional descriptivo transversal sobre prevalencia 

serológica de babesiosis bovina, empleando 99 muestras (total de animales en el 

hato) de suero bovino provenientes del campo experimental Pichucalco, 

perteneciente al INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarias), ubicado en el municipio de Pichucalco, Chiapas; el 

municipio cuenta con un clima cálido húmedo, con una temperatura la cual llega a 

variar entre los 20 y los 35 °C, con presencia de lluvias todo el año, estos sueros 

se emplearon en técnicas como lo son, iELISA en la cual se empleó como 

antígeno proteína recombinante MSA-1 de Babesia bovis, e IFI utilizando 

eritrocitos parasitados con Babesia bovis derivados de cultivo in vitro, para lograr 

la obtención de los datos correspondientes sobre sueros positivos y negativos, los 

cuales se utilizaron para el estudio de prevalencia serológica de babesiosis 

bovina, de tal manera se empleó la siguiente fórmula: 

Seroprevalencia: (Animales seropositivos/Total de animales muestreados) *100 

Se realizó la comparación entre las técnicas iELISA e IFI, por lo cual se determinó 

la concordancia específica como lo llevado a cabo por Ortiz et al. (2018), esta 

medida representa la proporción en la cual se reportan resultados iguales entre 

dos observadores en este caso entre ambas pruebas, para lo cual se empleó una 

tabla (ver tabla 1) en la que se realizó el registro de positivos y negativos 

obtenidos de cada prueba; y de igual manera haciendo uso del índice kappa el 

cual fue propuesto por Cohen (1960). 
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Tabla 1. Tabla de concordancia 

 

IFI  (+)  (-) Total 

(+) a b a+b 

(-) c d c+d 

Total   a+c b+d N= a+b+c+d 

   a= Muestras positivas en ambas pruebas 

   b= Muestras positivas en IFI (Negativas en iELISA) 

   d= Muestras negativas en ambas pruebas 

   c= Muestras positivas en iELISA (Negativas en IFI) 

 

y en el cual se hace uso de las siguientes fórmulas: 

Índice Kappa:              
     

    
 

en la cual     es la porción de acuerdos esperados y    la porción de acuerdos 

esperados en la hipótesis (acuerdos por azar). 

y se substituyen los datos en la siguientes fórmulas de la siguiente manera:  

   
     

 
 

 

   
                           

  
 

Una vez obtenidos los datos se utilizó  la tabla empleada por Landis y Koch 

(1977), la cual ha sido ampliamente utilizada en la valoración del índice kappa. 

 

ELISA 
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Tabla 2. Tabla de valoración de índice Kappa 

Kappa Grado de acuerdo 

<0.00 Sin acuerdo 

0.00-0.20 Insignificante 

0.21-0.40 Mediano 

0.41-0.60 Moderado 

0.61-0.80 Sustancial 

0.81-1.00 Casi perfecto 

 

 

7.2 Material del Ensayo inmunoenzimático indirecto (iELISA) ovinos y 

bovinos. 

 

 Antígeno (Proteína recombinante MSA-1) 

 Sueros control positivo  

 Sueros control negativo 

 Sueros problema (ovino y bovino) 

 Conjugado comercial (anti-IgG de ovino y anti-IgG de bovino unido a la 

enzima Peroxidasa de rábano picante) 

 Solución amortiguadora de carbonatos  

 Solución salina de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered Saline también 

llamado PBS por sus siglas en inglés) 

 Solución de bloqueo  

 Sustrato TMB (Tetrametil-Benzidina en un Buffer ligeramente ácido) 

 Solución de lavado (PBS-Tween 20) 

 Agua destilada 

 Pipeta multicanal y puntas desechables 

 Placas de poliestireno de 96 pozos  

 Espectrofotómetro  

 Papel aluminio 
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7.3 Ensayo inmunoenzimático indirecto (iELISA)  

 

Para llevar a cabo el reconocimiento de anticuerpos (IgG) de ovino contra MSA-1 

de B. bovis se empleó la prueba de iELISA, siguiendo la descripción siguiente: Se 

realizaron diluciones de la proteína recombinante MSA-1 en buffer de carbonatos 

(60ng/Pozo), para posteriormente colocar la dilución en cada pozo de la placa de 

ELISA, y colocar a sensibilizar mediante adsorción de la proteína recombinante 

MSA-1 durante toda la noche a una temperatura de 4°C (unión del antígeno a la 

placa). 

Se procedió a lavar con solución buffer PBS para retirar elementos que no son de 

interés y se realizó el bloqueo de la placa con leche descremada al 3 %, 

seguidamente a esto se realizaron nuevamente lavados de la placa, para 

posteriormente proceder a colocar sueros control positivo y sueros problema 

dilución 1:200 en PBS (pH 7.2), y mediante incubación se dará la reacción 

antígeno-anticuerpo. 

Se colocó el conjugado con un segundo anticuerpo el cual se encuentra unido a 

una enzima (Peroxidasa de rábano), sustrato TMB por el cual se obtendrá 

coloración en la placa y se empleó un espectrofotómetro para determinación de la 

densidad óptica en 650nm. (Anexo 2) 

El punto de corte para determinar positivos y negativos se realizó mediante los 

resultados de densidad óptica, tomando como referencia la metodología descrita 

por Lunn et al. (2012).  

En el cual se toma la densidad óptica (DO) de tres controles negativos (CN), de 

los cuales se obtuvo la media ( ), así como la desviación estándar (DE) de estos 

controles negativos. 

                 ? 

(Para llevar a cabo el estudio de prevalencia serológica se realizaron cambios en 

la técnica como lo fue el empleó de muestras de suero bovino provenientes del 
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campo experimental Pichucalco, de igual manera empleando como segundo 

anticuerpo anti-IgG de bovino, llevando a cabo la técnica previamente descrita con 

muestras de suero ovino, realizando ambas técnicas por separado) 

7.4 Material de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) ovino y bovino. 

 

 Antígeno fijado a una laminilla (Eritrocitos parasitados con B. bovis 

procedentes de cultivo in vitro)  

 Sueros problemas: sueros de ovinos inmunizados experimentalmente con 

la proteína recombinate MSA-1, como antígeno de Babesia bovis y sueros 

de bovinos localizados en el C. E. Pichucalco, Chiapas. 

 Conjugado: Fluorocromo (Isotiocianato de fluoresceína también llamado 

FITC por sus siglas en inglés) unido a un anticuerpo (anti-IgG de ovino), así 

como Alexa Fluor 488 (anticuerpo de cabra anti-IgG de bovino) 

 Solución salina de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered Saline también 

llamado PBS) 

 Agua destilada  

 Micropipetas y puntas de plástico para pipetas  

 Microscopio de epifluorescencia  

 Caja coplin 

 Papel aluminio  

 

7.5 Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

 

La identificación de IgG de ovino anti-MSA-1, se realizó mediante la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta, la cual brevemente se describe a continuación; 

como antígeno se empleó extendidos de eritrocitos parasitados con Babesia bovis 

derivado del cultivo in vitro, mantenidos a -20°C. Al realizar la prueba se retiraron 

de la congelación y se incubaron a 37°C por 10 min. y se fijaron con acetona por 

15 min. Se continuó con la delimitación de las áreas empleando un lápiz graso, 
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posteriormente se colocaron las muestras de suero de los ovinos a partir de la 

dilución 1:80 en PBS (pH 7.2) y se incubaron nuevamente a 37°C por 30 minutos. 

Posteriormente, se adiciono el conjugado anti-IgG de ovino en conejo con 

Isotiocianato de fluoresceína (Anexo 3). La observación se realizó con un 

microscopio de epifluorescencia (Terkawi et al., 2011). 

Se llevó a cabo la determinación de positividad de las muestras comparándolas 

con controles negativos y positivos en diluciones 1: 80 en PBS (pH 7.2) colocados 

en la laminilla. 

 Para determinar la presencia de IgG ANTI- Babesia bovis, se realizó el mismo 

procedimiento antes mencionado, sin embargo, los sueros problema fueron sueros 

de bovinos, provenientes del C. E.  Pichucalco, empleando como segundo 

anticuerpo  Alexa Fluor 488 
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XIII. RESULTADOS 

 

8.1 Reconocimiento inmunológico en ovinos 

 8.1.1 Ensayo Inmunoenzimático Indirecto (iELISA) ovinos 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo en la prueba iELISA, utilizando 

como antígeno la proteína recombinante MSA-1 por medio de la lectura en el 

espectrofotómetro en 650nm se muestran en la tabla 3 (anexo 4); el cálculo del 

punto de corte (Cut Off) de la prueba se determinó tomando como referencia el 

trabajo realizado por Lunn, et al. (2012), en el cual se empleó la prueba de ELISA. 

Para lo cual se emplea la densidad óptica (DO) de 3 controles negativos (CN) 

colocados en los pozos A1, A2 y A3, para el ovino 199 y en los pozos A7, A8 y A9 

para el ovino 200 resultando valores de: 0.11, 0.181 y 0.13, así como 0.181, 0.136 

y 0.178 para el ovino 199 y 200 respectivamente, se llevó a cabo la obtención de 

la media ( ) de estos controles teniendo como resultado: 0.140 para el ovino 199 y 

0.165 para el ovino 200; de la misma manera se llevó a cabo la determinación de 

la desviación estándar obteniendo valores de: 0.036610563 y 0.025159491 para el 

ovino 199 y 200, respectivamente.  

El valor del punto de corte (Cut Off) se tomó como:   + 3 (DE) obteniendo como 

resultado: 0.250165023 para el ovino identificado con el arete 199 y 0.240478474 

para el ovino 200. 

Por lo tanto, mediante la lectura de la placa en el espectrofotómetro y con la 

determinación del punto de corte, aquellos valores en los que se encontró una 

densidad óptica por encima al valor del punto de corte (Cut Off) determinado 

fueron considerados positivos (Tabla 3, Anexo 4).  

En la gráfica 1 se muestra el cruzamiento de las líneas entre el punto de corte 

(correspondiente a cada ovino inmunizado) y la respuesta de anticuerpos que 

presentaron, por lo cual a partir de la segunda toma de muestras los resultados se 
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consideran positivos a la producción de anticuerpos específicos (IgG) contra la 

proteína recombinante MSA-1, con base a la lectura realizada en 

espectrofotómetro ya que muestran densidades ópticas de 0.675 y 0.609 para el 

ovino 199 y 200 respectivamente, y presentando una densidad elevada hasta el 

sexto muestreo teniendo una densidad de 0.765 en el ovino 199, en caso de el 

ovino 200 presentó una densidad de 0.649 esto en el tercer muestreo, por ende se 

mostró reconocimiento de la proteína recombinante a partir del segundo muestreo 

por parte de los anticuerpos, por consiguiente deberá ser considerada para su 

posterior empleo en pruebas diagnósticas de babesiosis. 

 

 

Grafica 1. Grafica de resultados positivos en prueba de iELISA 

8.1.2 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) ovinos 

 

En la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), la cual es considerada la 

prueba de oro en la detección de babesiosis bovina, se obtuvieron resultados con 

una titulación positiva a partir del segundo muestreo en el caso del ovino 199 en 

0 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

1 2 3 4 5 6 7 

D
en

si
d

ad
 Ó

p
ti

ca
 

Muestreos  

ovino 199 

ovino 200 

Cut Off 199 

Cut Off 200 



 

48 
 

diluciones a partir de 1:80 hasta 2,560, 5,120 y 10,240 en algunos de los sueros 

problema (Tabla 4, Anexo 5), en lo que confirió al ovino 200 se encontraron 

resultados positivos a partir del tercer muestreo en diluciones 1:80 hasta 1,280 y 

2,560 (Tabla 5, Anexo 5). 

En la gráfica 2 se representa la dispersión de los títulos de anticuerpos contra la 

proteína recombinante MSA-1 de Babesia bovis en muestras de los ovinos 

inoculados, en caso del ovino 199 se mostró un comportamiento regular ya que va 

en aumento a partir del segundo muestreo hasta el quinto, el cual presenta una 

continuidad con el sexto y en la toma de muestras número 7 se tiene un descenso 

de anticuerpos lo cual puede atribuirse a distintas causas. En el caso del ovino 

200, manifestó un comportamiento irregular y el cual presentó incremento en los 

muestreos 3º y 4º, ya que en el quinto se tiene un descenso y posteriormente un 

aumento en el sexto muestreo en el cual fue dado de baja, debido a que fue 

sangrado para obtención de suero.  

 

Grafica 2. Titulación de Ac en sueros de ovinos (IFI) 
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Con base a los resultados mostrados en cada técnica se lleva a cabo el cálculo del 

coeficiente Kappa de Cohen empleando la tabla a continuación:  

IFI 
 

ELISA 

(+) 
 

(-) TOTAL 

(+) 
 

10 1 11 

(-) 
 

0 2 2 

TOTAL 
 

10 3 13 

 

Así como empleando la siguiente fórmula:   

  
     

    
 

En la cual se necesita realizar la sustitución de los valores    y    como se 

muestra a continuación:  

   
      

  
 

   
                     

   
 

Teniendo como resultado valores de   =0.923 y   =0.686 

Obteniendo como índice Kappa el valor de  =0.75, el cual al emplear la tabla de 

Landis y Koch (1977), se obtuvo un grado de concordancia "sustancial" entre 

estas pruebas. 
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8.2 Seroprevalencia de babesiosis bovina 

8.2.1 Ensayo inmunoenzimático indirecto (iELISA) e Inmunofluorescencia 

indirecta (IFI) en bovinos nativos del C.E. Pichucalco  

 

Con base en los resultados obtenidos por la lectura en el espectrofotómetro de la 

placa de iELISA utilizando como antígeno la proteína recombinante MSA-1, se 

obtuvieron las densidades ópticas de los controles negativos siguiendo la técnica 

antes descrita para realizar el cálculo del punto de corte, se determinó un total de 

87 animales seropositivos, resultado que muestra un título elevado de anticuerpos 

anti-B. bovis en el hato del campo experimental Pichucalco, este dato representa 

que existe una estabilidad enzoótica con una prevalencia del 88% (Grafica 3). 

A B 

C D 

 Identificación de anticuerpos anti-MSA-1 en muestras de suero de ovino en 
distintas diluciones por medio de microscopio de epifluorescencia. Panel A) 
dilución 1:80, B) dilución 1:160, C) dilución 1:320 D) dilución 1:640. 
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Mediante el empleo de la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI), se obtuvo 

como resultado 86 animales seropositivos, esto al realizar la observación en 

microscopio de epifluorescencia de las laminillas empleadas, utilizando diluciones 

de los sueros problema 1:80, por lo que se estimó una seroprevalencia del 87% 

(Grafica 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detección de anticuerpos anti-B. bovis en sueros de bovinos del C.E. Pichucalco 

en microscopio de epifluorescencia en objetivo 100X. 
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Grafica 3. Seroprevalencia en IFI e iELISA 

Mediante la obtención de los resultados en ambas técnicas se procedió a la 

elaboración del coeficiente Kappa de Cohen, el cual determinó la concordancia 

entre ambas técnicas.  

Para la cual se empleó la siguiente tabla: 

 ELISA 

IFI (+) (-) TOTAL 

(+) 86 0 86 

(-) 1 12 13 

TOTAL 87 13 99 

 

Así como la fórmula para obtención del índice Kappa:  

  
     

    
 

En la cual se necesita sustituir los valores    y    de la siguiente manera: 
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Obteniendo como resultado   = 1 y   =0.77 

Con lo cual el resultado del índice Kappa es de   = 1, con el cual de acuerdo a la 

tabla empleada por Landis y Koch (1977), el grado de concordancia entre estas 

pruebas es "Casi perfecto". 
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 IX. DISCUSIÓN 

9.1 Reconocimiento inmunológico en ovinos  

 

Existen numerosas pruebas serológicas y prácticamente todas ellas se han 

utilizado en el diagnóstico sobre babesiosis. La mayor popularidad en algunas de 

ellas se debe básicamente a la aparente facilidad para obtener los reactivos 

necesarios en el laboratorio donde se realizan dichas pruebas (Vega, 1989). Para 

realizar el diagnóstico inmunológico de babesiosis bovina existen pruebas que han 

sido implementadas en diversos estudios epidemiológicos, entre ellas se 

encuentra la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) considerada como la 

prueba de oro y caracterizada por su elevada sensibilidad y especificidad 

diagnóstica (≥90%) (Bautista et al., 2012), y el ensayo inmunoenzimático (ELISA) 

cuya semi-automatización permite el análisis de un mayor número de muestras al 

mismo tiempo (Rodríguez et al., 1999). 

El reactivo determinante o más importante para las pruebas serológicas es sin 

duda alguna, el antígeno cuando se trata de detectar anticuerpos en sueros 

problema. Para lo cual a Vega (1989), le resulto conveniente hacer mención al 

comentario "En los últimos años se ha tratado de resolver el problema de la falta 

de especificidad de las pruebas serológicas mediante el diseño de pruebas más 

sensibles, cuando en realidad el problema consiste en la falta de antígenos 

purificados" (Barriga, 1981). Es así como se llevó a cabo el estudio de proteínas 

recombinantes como antígenos y su empleo en pruebas serológicas, tema 

abordado en el presente trabajo y en el proyecto al cual pertenece el que lleva por 

nombre "Desarrollo de pruebas de diagnóstico rápido para la babesiosis bovina". 

Como alternativa diagnóstica, se han desarrollado un gran número de métodos de 

diagnóstico inmunológico, los cuales se basan principalmente en la identificación 

de anticuerpos circulantes producidos por el hospedero hacía los antígenos 

babesiales, y algunos basados en la identificación misma de los antígenos 

parasitarios (Buening, 1991). Como se realizó en el presente trabajo detectando 
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anticuerpos en sueros de ovinos los cuales fueron inoculados con la proteína 

recombinante MSA-1, como  antígeno de B. bovis para lograr la obtención de 

anticuerpos policlonales para su posterior evaluación en la prueba serológica de 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el inmunoensayo enzimático indirecto 

(iELISA), así como lo realizado por Cortés y Mancera (2009), quienes llevaron a 

cabo la determinación de presencia de IgG contra Toxoplasma gondii, basándose 

en reportes de altos índices de morbilidad, por lo cual se ha motivado a diversos 

investigadores a realizar estudios inmunológicos los cuales han sido encaminados 

al diagnóstico temprano de la enfermedad, mediante el desarrollo de técnicas 

fundamentadas en la determinación de anticuerpos específicos contra T. gondii 

(Ishizuka et al., 1986; Germani y Pacheco, 2002). 

Considerando lo precedente, en investigaciones realizadas se ha hecho la 

comparación entre pruebas como inmunofluorescencia indirecta (IFI), el 

inmunoensayo enzimático (ELISA), y la prueba comercial Chagatek® trabajo en el 

cual se determinó la concordancia entre IFI y ELISA para poder obtener un mejor 

diagnóstico de la enfermedad de chagas basados en el reporte realizado por Bucio 

et al. (1999), informando que el uso de cepas autóctonas aumenta la sensibilidad y 

especificidad de la prueba de ELISA para la detección de anticuerpos anti-T. cruzi 

en una población mexicana.  

Derivado de lo anterior, en este trabajo se realizó la comparación de la prueba de 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) para lograr la identificación del antígeno crudo 

de B. bovis y el inmunoensayo enzimático indirecto (iELISA) en el cual se efectuó 

la detección de la proteína recombinante como antígeno como fue planteado 

inicialmente y de igual forma se llevó a cabo la determinación de la concordancia 

entre ambas pruebas, caso similar haciendo uso de cepas de cultivo in vitro, así 

como la proteína recombinante clonada y purificada en el laboratorio perteneciente 

a la unidad de babesiosis del CENID-Salud Animal e Inocuidad. 

Con base en los resultados obtenidos tras efectuar el análisis de las muestras en 

la prueba de oro (IFI) se logró observar el reconocimiento por parte de los 

anticuerpos policlonales producidos por los ovinos hacía el antígeno crudo de B. 
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bovis, asimismo se observó el descenso de los anticuerpos en su titulación al día 

84 proceso el cual se puede atribuir a factores como lo son edad, sexo, genética y 

plan nutricional del ovino, en la prueba de iELISA los anticuerpos presentan su 

descenso en el día 42 dato obtenido mediante el valor de densidad óptica, pero 

manteniendo su presencia hasta el día 84 y prueba en la que se tuvo 

reconocimiento el antígeno recombinante (proteína MSA-1) objetivo primordial del 

trabajo realizado, por lo cual siguiendo su desarrollo y mediante la interpretación 

de datos  se determinó una concordancia de 0.75 valor atribuido al uso de 

antígeno recombinante purificado tanto en la inmunización de ovinos y en pruebas 

serológicas así como material biológico de cultivo in vitro (parásito B. bovis) valor 

que presenta una similitud al reportado en el trabajo de comparación entre las 

pruebas de ELISA e IFI teniendo una concordancia de 0.93, mientras que para las 

pruebas de IFI y Chagatek® fue de 0,43 y para las pruebas de ELISA y 

Chagatek® fue de 0,49. Por lo cual, estos autores refieren que la concordancia 

entre la prueba de ELISA y la prueba de IFI puede deberse al uso en ambos casos 

de formas epimastigotas procedentes de cultivo in vitro de cepas colombianas del 

parásito como antígeno (Cortés y Mancera, 2009).  

9.2 Seroprevalencia de babesiosis bovina  

 

Para complemento del presente estudio y mediante el empleo de antígenos 

recombinantes se realizó la determinación de la seroprevalencia en una zona 

donde los animales se encuentran en constante exposición al agente causal de la 

babesiosis, quedando en evidencia su utilidad en pruebas serológicas. 

Los resultados obtenidos en el análisis de las muestras del presente trabajo en 

cuanto a seroprevalencia indican que el hato del Campo Experimental Pichucalco 

se encuentra en una zona endémica de babesiosis bovina. Las seroprevalencias 

obtenidas mediante el empleo de la prueba de iELISA, así como 

Inmunofluorescencia indirecta (IFI), son consideradas elevadas y coinciden con las 

reportadas por Lira et al. (2015), en regiones de alta endemicidad (Veracruz y 

Tamaulipas), donde se obtuvieron resultados de seroprevalencia con valores de:  
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90.2 % en el caso de B. bovis y 83.7 % para B. bigemina en el hato localizado en 

Tamaulipas, mientras tanto el hato localizado en el estado de Veracruz mostró una 

seroprevalencia de 73.1 % para B. bigemina y 64.5 % para B. bovis, la cual fue 

considerada baja ya que en estudios realizados anteriormente se determinó una 

prevalencia hasta del 80 % para Babesia spp. mencionando que de acuerdo a lo 

reportado por Álvarez et al. (2007), a fin de tener en cuenta que la baja 

prevalencia de anticuerpos circulantes en las muestras del estado de Veracruz, 

podría explicarse debido a la aplicación del programa de control integral del vector, 

la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.  

Las seroprevalencias de aquellos animales que se encuentran en zonas 

endémicas como lo son los Estados de Veracruz y Tamaulipas para las especies 

de B. bovis (64.5 % y 90.2 %) y B. bigemina (73.1 % y 83.7 %), reportadas por Lira 

et al. (2015) así como las mostradas en el presente estudio, muestran niveles 

altos, en comparación con lugares considerados de baja endemicidad como lo 

reportado en el estado de Morelos por Rojas et al. (2004), mostrando 

seroprevalencias de 58 % y 60 % para B. bovis y B. bigemina; respectivamente, 

trabajo en el cual se realizó la determinación mediante el empleo de la prueba de 

Inmunofluorescencia indirecta (IFI). 
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X. CONCLUSIÓN 

 

10.1 Reconocimiento inmunológico en ovinos y Seroprevalencia de 

babesiosis bovina 

 

En el presente estudio se muestra que el reconocimiento del antígeno nativo, así 

como el antígeno recombinante MSA-1 de Babesia bovis tuvo lugar después de la 

segunda inmunización de los ovinos de acuerdo con la evaluación de los sueros 

en las pruebas de IFI e iELISA. Por lo cual, se deduce que la proteína 

recombinante MSA-1 de B. bovis al ser inmunogénica para los ovinos al lograr 

estimular el sistema inmune para la producción de anticuerpos policlonales, es 

buen candidato para su empleo en pruebas diagnósticas de babesiosis bovina. Así 

mismo, la producción de estos anticuerpos serán empleados para siguientes 

estudios, especialmente respecto al diagnóstico de esta enfermedad con impacto 

económico en la ganadería tropical de México y el mundo. 

En lo que concierne al posible empleo de antígenos recombinantes para 

determinación de seroprevalencia utilizando como referencia muestras del hato del 

C.E. Pichucalco, se confirma la utilidad de este tipo de antígenos en base al valor 

de concordancia entre los resultados en la prueba considerada como estándar de 

oro IFI y la prueba puesta a punto iELISA, sin embargo iELISA ha presentando 

mejora en la subjetividad al realizar la lectura e interpretación de los resultados, 

así como la optimización de tiempo al procesar mayor número de muestras en un 

periodo de tiempo más corto.  
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XI. SUGERENCIAS 

 

En un proyecto como al que pertenece el presente trabajo, se pretende una 

continua mejora del mismo, por ello se sugiere la implementación de repeticiones 

sobre el trabajo llevado a cabo con la finalidad de poder confirmar los resultados 

presentados, en el cual se podría llevar a cabo la inoculación de nuevos animales 

para poder realizar nuevamente la evaluación de los anticuerpos producidos por 

los mismo, empleando las pruebas serológicas utilizadas. Del mismo modo se 

puede emplear una segunda proteína (RAP-1) como antígeno para poder tener 

confirmación de no tener reacción cruzada con Babesia bigemina. 
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XIII. ANEXOS 

13.1 Anexo 1 

Preparación de Solución Amortiguada por Fosfatos (PBS 10x) 

Reactivos  

Fosfato de sodio monóbasico monohidratado (NaH2PO4H2O) 

Fosfato de sodio difásico anhidrido (Na2HPO4) 

1. Disolver en 200 ml de agua destilada:  

 2.62 gramos de NaH2PO4H2O 

 11.5 gramos de Na2HPO4 

2. Una vez disueltos los reactivos aforar en un matraz a 1,000 ml con agua 

destilada. 

3. Ajustar pH a 7.2  

 

Utilizar Hidróxido de sodio (NaOH) para alcalinizar 

Utilizar Ácido clorhídrico (HCL) para acidificar  

Preparación de Solución Amortiguada por Fosfatos (PBS 1x) 

1. Tomar 100 ml de Solución PBS 10x en un matraz aforado 

2. Aforar con agua destilada a 1,000 ml 
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13.2 Anexo 2 

 

Ensayo Inmunoenzimático Indirecto (iELISA) ovinos y bovinos. 

1. Se elaboran diluciones de la proteína recombinante MSA-1 

(60ng/pozo) en buffer de carbonatos, para posteriormente colocar 

100µl en cada pozo de la placa de ELISA. 

2. Colocar una tapa plástica sobre la placa, envolver en papel aluminio 

y colocar a sensibilizar para permitir la adsorción de la proteína 

recombinante MSA-1 durante toda la noche a una temperatura de 

4°C.  

3. Realizar un lavado rápido con solución PBS (pH 7.2) y dos lavados 

con solución PBS-Tween durante 5 minutos a 150 R.P.M. (Secar 

vigorosamente después de cada lavado). 

4. Bloquear con leche descremada al 3% en solución PBS-Tween e 

incubar a 37°C, durante 30 minutos. (Repetir paso 3). 

5. Realizar diluciones dobles seriadas (1:200) con suero de ovinos, 

para posteriormente colocar 50µl de cada dilución en los pozos 

delimitados a su correspondiente dilución y colocar en incubación 

durante 1 hora a 37°C. (Repetir paso 3). 

6. Colocar 50µl de conjugado (anti-IgG de ovino) en cada pozo de la 

placa, en una dilución 1: 10,000 y colocar la placa en incubación por 

30 minutos a temperatura de 37°C. (repetir paso 3). Agregar 50µl de 

sustrato TMB e incubar a 37°C. 

7. Finalmente, la lectura de la placa en un espectrofotómetro (30 y 45 

minutos de incubación a 655 nm). 

(Se llevó a cabo el procedimiento de la técnica descrita empleando sueros de 

bovino y conjugado anti-IgG de bovino) 
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13.3 Anexo 3  

 

Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) ovinos y bovinos. 

1. Se emplean laminillas como antígeno congelado el cual se coloca en perlas 

de sílice para realizar desecación durante 30 minutos a una temperatura de 

37°C. 

2. Se procede a fijar la laminilla con el antígeno en acetona durante 15 

minutos. 

3. Se realizan diluciones dobles seriadas (partiendo de una dilución 1:80 

continuando hasta obtener una dilución 1:10,240) con los sueros control y 

problema en solución PBS (Solución Salina Amortiguada por Fosfatos) en 

pH 7.2. 

4. Retirar la laminilla con el antígeno de la acetona y secar para poder 

delimitar áreas con lápiz graso donde serán colocados los sueros. 

5. Colocar 5 µl de las diluciones realizadas con los sueros en las áreas 

marcadas con lápiz graso en la laminilla y en la penúltima marca solo 

colocar solución PBS. 

6. Colocar la laminilla en cámara húmeda (incubación) durante 30 minutos a 

una temperatura de 37°C. 

7. Al ser retirada la laminilla con el antígeno de la incubación se procede a 

realizar 3 lavados de la siguiente manera:  

a) lavado con solución PBS durante 5 minutos.  

b) lavado con solución PBS durante 5 minutos. 

c) lavado con agua destilada durante 5 minutos. 

8. Se realiza la preparación del conjugado (segundo anticuerpo anti-IgG de 

ovino y un fluorocromo) a utilizar en una dilución 1:250. 

9. Colocar 5 µl de conjugado en cada área delimitada y en la cual se 

colocaron los sueros problema, al igual en el área donde se coloca solución 

PBS y ultima área sin utilizar. 
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10. Colocar la laminilla nuevamente en incubación (cámara húmeda) por 30 

minutos a una temperatura de 37°C. 

11. Realizar 3 lavados nuevamente (repetir paso 7). 

12. Realizar la lectura en un microscopio de epifluorescencia utilizando glicerina 

fosfatada con el objetivo 100X. 

(Se llevó a cabo el procedimiento de la técnica descrita empleando sueros de 

bovino y conjugado Alexa fluor 488 anti-IgG de bovino) 
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13.4 Anexo 4 

 

Tabla 3. Resultados positivos de acuerdo al punto de corte 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.11 0.181 0.13 0.065 0.059 0.081 0.181 0.136 0.178 0.066 0.069 0.063 

B 0.415 0.675 0.522 0.099 0.076 0.111 0.609 0.467 0.457 0.078 0.08 0.083 

C 0.564 0.55 0.617 0.137 0.07 0.082 0.502 0.495 0.5 0.09 0.078 0.081 

D 0.523 0.529 0.603 0.067 0.069 0.083 0.649 0.644 0.501 0.093 0.074 0.082 

E 0.51 0.603 0.642 0.115 0.062 0.077 0.527 0.38 0.409 0.086 0.096 0.091 

F 0.65 0.653 0.765 0.129 0.103 0.185 0.485 0.435 0.436 0.067 0.087 0.094 

G 0.494 0.419 0.459 0.096 0.087 0.101 0.094 0.118 0.079 0.07 0.075 0.079 

E 0.124 0.089 0.109 0.077 0.107 0.107 0.088 0.083 0.069 0.067 0.12 0.102 

                      Ovino 199                 Ovino 200 
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13.4 Anexo 5  

 

Tabla 4. Resultados en técnica de IFI Ovino 199 

Ovino 199 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 

        1     -     -     -    -     -     -     -     - 

        2     +     +    +    +     +     +     -     - 

        3     +     +    +    +     +     +     -     - 

        4     +     +    +    +     +     +     +     - 

        5     +     +    +    +     +     +     +     + 

        6     +     +    +    +     +     +     +     + 

        7     +     +    +    +     +     +     +     - 

 

Tabla 5. Resultados en técnica de IFI Ovino 200 

Ovino 200 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 

        1    -    -    -    -     -     -     -     - 

        2    -    -    -    -     -     -     -     - 

        3   +   +    +   +   +     -     -     - 

        4   +   +    +   +   +    +     -     - 

        5   +   +    +   +   -     -     -     - 

        6   +   +    +   +   +    +     -     - 

 

 


