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l. Introduccién.

La babesiosis es una enfermedad de problematica global de gran importancia
tanto en animales domésticos, asi como también en algunos animales salvajes, la
cual se delimita con la distribucion de las garrapatas que actian como principales
vectores, esta enfermedad esta presente especialmente en regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Rodriguez-Vivas et al., 2014). La presencia de esta
enfermedad en una region esta intimamente asociada a tres factores; el agente, el
hospedero y ambiente lo que se conoce como triada epidemiolégica (Meléndez,
1990). Cuando se mantiene un equilibrio ecoldgico entre los tres factores citados se
denomina condicién de estabilidad enzodtica, la cual influye directamente y de
manera natural en la presentacion de babesiosis bovina ya que dicha estabilidad se
logra cuando existe una elevada tasa de transmision entre el vector y el hospedero
(FAO, 2003). Por ejemplo, se ha demostrado que cuando la tasa de inoculacion de
Babesia por garrapatas infectadas es alta, de modo que los animales de un hato
gue sean infectados durante una etapa joven (generalmente de 8 a 9 meses de
edad que es el periodo cuando aun estan protegidos por la inmunidad pasiva e
innata) poseen una resistencia natural, la cual les permite tener una reaccion de
menor severidad si posteriormente se enfrentan a esta enfermedad, asi entonces,
la presentacion de los signos clinicos de babesiosis en estos animales serd minima
la cual se va denominar una condicidn de estabilidad enzodtica (Bock, 2004). Por
otro lado, si la tasa de inoculacion es baja y no todos los animales de un hato se
enfrentan a la enfermedad en una etapa joven cuando estos son expuestos en edad
adulta sufren una severa reaccion clinica e incluso mueren. Por esto, dado que la
tasa de inoculacion no es estable en las areas enzodbticas, sino que varia con los
cambios en las condiciones climaticas, o en las condiciones de manejo de los
animales, existe el fenomeno denominado inestabilidad enzodtica que puede
aparecer dentro de una zona endémica y provocar brotes severos de babesiosis
bovina (Bock, 2004).

Algunas de las manifestaciones clinicas generales de la enfermedad

incluyen: fiebre, anorexia, depresion, debilidad, ataxia, hemoglobinuria y anemia,



algunas veces también presentan signos nerviosos como resultado del secuestro
de eritrocitos infectados en capilares cerebrales y finalmente la muerte (Figueroa y
Alvarez, 2003).

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por parasitos
intraeritrociticos obligatorios del género Babesia cuyas especies més prevalentes
en el mundo son Babesia bovis y Babesia bigemina (OIE, 2010). Esta enfermedad
se delimita por la presencia de los principales vectores artropodos del género
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Bravo, 2012). Se estima que mas de 1.2
billones de bovinos alrededor del mundo estan expuestos a la babesiosis (Bock et
al., 2006), siendo la enfermedad hemoparasitaria transmitida por artrépodos de
mayor importancia en el ganado bovino a nivel mundial (CFSPH, 2008).

Debido a su gran capacidad de adaptacién y propagacion, las garrapatas del
género R. microplus se extienden en diversas areas geogréficas de todo el mundo
(Estrada y Venzal, 2006). Presentando una amplia distribucion en gran parte de
Ameérica, Africa, Asia y Australia (Rodriguez et al., 2004; Madrid et al., 2012; OIE
2014).

La presencia de garrapatas en unidades de produccién bovina, ademas de
transmitir los parasitos causantes de la babesiosis, se le atribuye también que
provocan la disminucion en la produccion de carne y leche, deterioran las pieles por
efecto de las picaduras, afectan la capacidad reproductiva bajando los indices de
fertilidad en los machos, retrasan el desarrollo de animales jovenes y provocan
trastornos metabdlicos (Rodriguez-Vivas et al., 2011). Por otro lado, se ha
observado que animales infestados muestran pérdidas en las ganancias de peso
debido a la reduccion en el consumo de alimento. (Bock et al., 2008). Todo esto
implica grandes pérdidas econdmicas debido a los costos elevados para el control
del vector, asi como el diagndstico de la enfermedad y su tratamiento (Chulmin et
al., 2007). Estas pérdidas econémicas se han estimado en varios miles de millones
de ddlares, lo que genera un gran impacto para la economia pecuaria mundial
(Rodriguez-Vivas et al., 2005; Jonsson, 2006).



A pesar de los esfuerzos por intentar controlar la babesiosis bovina y los
dafios que causa aldn sigue siendo una preocupacion en cuanto a salud y
produccién animal se refiera y para poder establecer nuevas medidas que incluyan
la prevencion y el control es importante realizar un diagndstico certero, rapido y
especifico. Por lo cual, existe una gran necesidad de acceder a un grupo de pruebas
altamente sensibles y en conjunto estudiar la biologia de los agentes causales. Es
asi que la importancia en la realizacion del presente trabajo se basa en la
comparacion de dos proteinas como antigenos utilizando la prueba de IELISA para
el diagnostico serologico de Babesia bigemina, lo que permitird contar con un
sistema de deteccion de anticuerpos mas especifico que pueda ser utilizado en
estudios epidemioldgicos y que pueda contribuir para establecer medidas de control

y/o prevencion de la babesiosis bovina.



Il. Planteamiento del problema.

El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) estimo un total
de 33 millones 779 mil 290 cabezas de ganado bovino en México, durante el afo
2017. De los cuales, mas del 60 % de este total se encuentra en regiones tropicales
y subtropicales y por lo tanto expuestos al riesgo de ser infestados por garrapatas
del género R. microplus que, en este caso, cumple como vector de los protozoarios
causantes de la babesiosis bovina (Jonsson et al., 2000). La presencia del vector,
asi como la aparicion de brotes severos de esta enfermedad en unidades de
produccioén bovina, genera importantes pérdidas econémicas para la ganaderia en
cuanto a la produccién de carne, leche o en los sistemas de doble propoésito, esto
se debe principalmente a los altos costos en medidas que conllevan a la prevencion,
control, diagnadstico y tratamiento, ademas de obstaculizar el mejoramiento de razas

en zonas endémicas (Rodriguez et al., 2017).

El diagndstico de la babesiosis bovina es una importante herramienta para el
control, la prevencion y el tratamiento de esta enfermedad, para ello, en la
actualidad se dispone de distintos métodos tales como; técnicas microscoépicas,
cuya finalidad principal es identificar directamente a los parasitos en muestras
sanguineas, las técnicas serologicas que son ampliamente utilizadas para evaluar
la respuesta inmune humoral especifica a través de la deteccion de anticuerpos
contenidos en el suero del hospedero, y por ultimo las técnicas moleculares que
detectan la presencia del material genético de los parasitos (OIE, 2013).

La observacion microscépica de los parasitos en frotis sanguineos tefiidos, a
pesar de ser una técnica con alta sensibilidad analitica y bajo costo, requiere de
mucha experiencia para poder realizar la identificacion del agente causal, ademas
de que solo es posible observarlo durante la fase aguda de la enfermedad (Bock et
al., 2008; OIE, 2013).

Los métodos moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), resultan ser altamente sensibles y especificos, a partir del cual se lleva a
cabo la amplificacion del material genético (ADN) de los parasitos. Esta técnica y

sus variantes colaboran en el diagnostico de la babesiosis cuando los signos de la
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infeccion no son evidentes o cuando las pruebas serologicas resultan en falsos
negativos; sin embargo, no suelen ser recomendables para realizar pruebas a gran
escala debido a los problemas asociados a la contaminacion, por otro lado, el
elevado costo de los materiales y reactivos necesarios, asi como los intensos y
laboriosos métodos de deteccion son algunas de las condiciones que limitan el
amplio uso de esta técnica (Figueroa y Buening, 1995).

Las técnicas serologicas son utlizadas para diversos estudios
epidemioldgicos y tienen la capacidad de identificar anticuerpos especificos
circulantes en el suero de los bovinos, la mas utlizada y en la actualidad
considerada como prueba de oro para el diagnéstico de la babesiosis es la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Bautista et al., 2012). Dicha técnica resulta ser
altamente sensible y especifica; sin embargo, cuando se procesa una gran cantidad
de muestras de suero, la prueba IFI presenta ciertas desventajas, esto debido a que
cada muestra debe ser analizada individualmente, ademas de que se necesita de
un operador experimentado para realizar la interpretacion, por lo que se considera
gue es una prueba altamente subjetiva. (OIE, 2013).

Por lo tanto, es necesaria la implementacion y el uso de nuevas técnicas que
permitan realizar el diagnostico de la enfermedad de una manera mas especifica,
ademas de que faciliten la interpretacién de los resultados cuando la cantidad de

muestras es muy elevada.



[1l. Justificacion

El empleo de la serologia ademas de ser util para el analisis epidemioldgico
de la babesiosis bovina, también permite establecer criterios en areas consideradas
como endémicas o libres de esta enfermedad, contribuyendo a determinar la

ausencia o presencia de reactividad en un rango de edad y tiempo determinado.

Para ello, es necesaria la implementacion de nuevos y mejores métodos para el
diagndstico seroldgico contribuyendo al control y/o la prevencion de la babesiosis
bovina. En la actualidad, se han realizado diversos estudios de investigacion sobre
las caracteristicas biolégicas que presenta Babesia bigemina, asi como también la
identificacion de antigenos que participan en la invasion de los eritrocitos y que son
plenamente reconocidos por el sistema inmunolégico del hospedero. El uso y el
propdsito de mejorar estas técnicas altamente sensibles y especificas, radica en
gue son comunes las infecciones subclinicas, los portadores crénicos y las bajas
parasitemias en areas donde la enfermedad es endémica.

Resultando importante abordar nuevos temas de investigacion que permitan
conocer, aplicar y en conjunto mejorar las técnicas utilizadas para el diagnostico
serologico de dicha enfermedad de una manera certera, segura y eficaz. Asi
también dichas investigaciones se consideran que en un futuro encaminen a la
implementacion de nuevos antigenos con alta especificidad para el desarrollo de
técnicas de diagnéstico rapido. Todo esto con la finalidad de tener un adecuado
control y prevencion en materia de salud de las unidades de produccion bovina 'y de
esta forma preservar la estabilidad sanitaria en cuanto a la produccion ganadera de

México.



V. Marco teorico.

4.1 Aspectos relevantes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus como

principal vector para la transmision de la babesiosis bovina.

Las garrapatas han sido sefialadas a través del tiempo como agentes
parasiticos que afectan a diferentes especies domeésticas, tanto a los animales de
comparfia como a los de interés econdmico. Los bovinos padecen enfermedades
causadas por protozoarios, como Babesia bovis y Babesia bigemina, agentes
etiologicos de la babesiosis bovina, cuyo vector o transmisor es la garrapata R.
microplus (Moissant de Roman, 2004; De la Fuente et al., 2007).

En las regiones tropicales y subtropicales del mundo las garrapatas son uno
de los principales ectoparasitos que causan pérdidas econdémicas en la ganaderia
bovina. Especificamente R. microplus causa dafios directos debido a la accion de
las picaduras, tales como: extraccion de sangre, inoculacion de toxinas y dafios a
las pieles (Buczek y Bartozic, 2006); también producen dafios indirectos
ocasionados por la inoculacion y transmisién de agentes patdgenos, en éste caso
de Babesia bovis y Babesia bigemina (Jonsson et al., 2008).

Dichos ectoparasitos requieren para su desarrollo de fluidos y sangre de sus
hospedadores, lo cual les genera diversos estados anémicos en los animales. De
acuerdo con Quiroz (2008) una hembra R. microplus puede consumir hasta 1.2 ml

de sangre al dia.

Atendiendo las condiciones climaticas que favorecen su sobrevivencia, R.
microplus muestra que su habitat mas apropiado se ubica en zonas ecoldgicas

donde la temperatura ambiental oscile entre 20 - 25 °C (Estrada, 2001).



4.2 Taxonomia.

Dentro de las consideraciones taxonomicas de las garrapatas en general, éstas
se dividen por sus caracteristicas morfoldgicas en tres familias: Ixodidae conocidas
como garrapatas duras (cuadro 1), Argasidae o garrapatas blandas y Nuttalliellidae,
representada por el género monoespecifico Nuttalliella, que posee caracteristicas
intermedias de las dos familias principales (Keirans y Durden, 2001; Horak et al.,
2002; Barker y Murrell, 2004); pero la especie que en este caso interesa es R.
microplus la cual se encuentra clasificada dentro de la familia Ixodidae (garrapatas

duras).

Cuadro 1. Taxonomia de Rhipicephalus Boophilus microplus

Reino Animal
Subreino Metazoa
Phyllum Arthropoda

Subphyllum Chelicerata
Clase: Arachnida
Orden Parasitiformes

Sub Orden Ixodida
Familia Ixodidae
Género Boophilus

Especie Rhipicephalus

(Boophilus) microplus

Fuente: Adaptado a partir de Hoskins, 1991.



4.3 Ciclo biolégico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Las garrapatas de esta especie presentan cuatro estadios para su ciclo
bioldgico: Huevo, larva, ninfa, y adulto. Estas garrapatas son solo de un hospedero
(bovino) y consta de dos etapas bien definidas: La parasitaria y la no parasitaria.
(Figura 1) (SAGARPA, 2006; Quiroz, 2008).

1.- La fase no parasitaria se lleva a cabo en el ambiente. Se inicia con el
desprendimiento de la teleogina, (hembra adulta ingurgitada). En esta fase se
cumplen los siguientes periodos: El primero, es el periodo de preoviposicién donde
la teleogina busca un lugar adecuado para colocar los huevos (Alvarez et al., 2007).
Posteriormente viene el periodo de ovoposicidon es ahi donde la garrapata deposita
alrededor de 2,500-3,500 huevos en el ambiente, generalmente lugares humedos y
sombrios, y finalizado este proceso la hembra muere para dar paso al periodo de
incubacion donde los huevos incuban en 27 - 30 dias a temperatura de 27 a 29°C y
80% de humedad relativa. Finalmente, de la eclosién de los huevos emergen larvas
hexapodas muy activas, que suben a los pastos y esperan al nuevo hospedero
(Campos et al., 2006).

2. - Fase parasitaria: Se inicia con la subida de las larvas al hospedero en el
cual se fijan a zonas de piel delgada, se alimentan por cuatro dias, entran en reposo
y mudan durante dos dias para convertirse en ninfas, estas se alimentan durante
seis dias, entran en reposo nuevamente y mudan durante dos dias para
transformarse en adultos (machos y hembras), estos se alimentan, se realiza la
copula; las hembras se alimentan mas intensamente durante ocho dias, luego se
desprenden y durante un periodo de 21 — 23 dias caen al suelo para ovopositar en
el ambiente (Quiroz, 2008).

Durante este proceso de alimentacion, estas garrapatas ademas de la accion
expoliatriz que generan también ejercen acciones toxicas y antigénicas. Las
secreciones salivales inyectadas en la herida, ayudan a penetrar en la piel del
hospedero y contribuyen a prevenir la coagulacion de la sangre, facilitando la
ingestion de ésta. Esas secreciones son muy irritantes y provocan dolor en el sitio

de la picadura asi como sintomas de toxicosis en su hospedero (Quiroz, 2008).
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Figura 1. Ciclo biolégico de la garrapata R. microplus.

Fuente: Adaptado de SAGARPA 2006

4.4 Métodos para el control de garrapatas.

Con la finalidad de minimizar los efectos negativos que ejercen las garrapatas

sobre la ganaderia, se han implementado una serie de métodos para controlar las

poblaciones de estos ectoparasitos y las infestaciones al ganado. Entre los métodos

mas empleados se mencionan los siguientes:

4.4.1 Control quimico.

Es el mas conocido y el mas usado, consiste en aplicar al hospedero un

producto quimico con efecto acaricida; se administra en diferentes formas:

- Aspersion en una manga de manejo.

- Inmersién en tanque con la solucién quimica.
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- Con aretes impregnados con el producto y fijados al cuerpo del
hospedero.

- Inyeccion del producto.

- Tratamiento que consiste en colocar el producto acaricida sobre la linea
media en el dorso del hospedero (Davey et al., 2001; Casas et al., 2009;
Lopez et al., 2009).

Este control quimico se basa en el conocimiento del ciclo biologico de la
garrapata para evitar que las formas parasitarias lleguen a alcanzar el estado de
teleoginas o comunmente llamadas garrapatas repletas, y estas a su vez se
desprendan caigan al suelo para reinfestar los pastos en las praderas (Casas et al.,
2009).

El ciclo biolégico de R. microplus en los bovinos dura en promedio 21 a 23
dias. Aplicando un quimico cada 21 dias “se evita” la presencia de estas garrapatas
en el ambiente y los bovinos permanecen libres o disminuyen las poblaciones
(L6pez et al., 2009).

Los principios activos de los productos quimicos empleados hasta ahora han
sido; organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos,
arsenicales, amidinas y endectocidas. Los compuestos clorados, estimulan el
sistema nervioso central de la garrapata y producen manifestaciones
neuromusculares. Los organofosforados, carbamatos y amidinas inhiben la
actividad de la enzima colinesterasa, produciendo exceso de estimulo colinérgico,
los piretroides bloquean la actividad motriz y provocan incoordinacion motora,
paralisis y letargo. Todos ellos se absorben por la piel del hospedero y se acumulan
en el tejido adiposo (Davey et al., 2001).

Sin embargo, las aplicaciones de tales métodos de control quimico hacia
estas poblaciones de garrapatas han sido ineficaces en algunas regiones debido a
la aparicion de garrapatas resistentes, el desarrollo de resistencia a estos productos
no es un fendémeno fuera de lo comdn ya que se han encontrado cepas resistentes
a los acaricidas también en muchos lugares del mundo y es un grave problema para

el control de la garrapata (Alonso et al., 2006).
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4.4.2 Control bioldgico.

Se refiere al de un microorganismo vivo introducido en el ambiente del
parasito para lograr su control por reduccién de su crecimiento poblacional (Chae et
al., 2008).

En este caso, las garrapatas de la familia Ixodidae (garrapatas duras), son
parasitadas por avispas de la familia Encyrtidae, pertenecientes al género
Ixodiphagus, esta avispa consume el contenido completo de los tejidos internos de
la garrapata repleta (ninfas y adultos); asi como también se ha observado la accion
letal que ofrecen hongos de los géneros Beauveria y Metarhizium sobre estas

garrapatas (Heath y Cane, 2010).
4.4.3 Control genético.

Consiste en utilizar razas de bovinos resistentes a la infestacion de
garrapatas; esta documentado desde 1912, la reduccion del nUmero de garrapatas
R. microplus que finalizan su fase parasitica en las razas Bos indicus (Cebl) y sus
cruzas (CFSPH, 2008). Esta resistencia se demuestra porque se desprenden o
mueren las garrapatas inmaduras, también hay reduccion del nUmero de garrapatas
repletas y disminucién en la oviposicién por las teleoginas (Willadsen, 2006). La
resistencia de la raza Cebu puro es dominante, demostrandose 85% de rechazo de
las larvas de garrapata durante las primeras 24 horas de contacto. Por su parte,
Jonsson (2006) menciona que en ganado Bos indicus presenta del 10 al 20 %
menos garrapatas que el ganado Bos taurus. Es un caracter heredable y la hembra

es mas resistente que el macho (Hernandez, 2005; Willadsen, 2006).
4.4.4 Aplicacién de vacunas.

El desarrollo de vacunas, contra R. microplus fue realizado por primera vez
en Australia, donde la proteina Bm86, aislada del intestino de la garrapata, fue
recombinada en la bacteria Escherichia coli y luego dicha vacuna se ofrecio a escala
mundial (Odongo et al., 2009). Posteriormente en Cuba, fue desarrollada la vacuna

GAVAC con la misma tecnologia recombinante, pero ahora utilizando la levadura
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Pichia pastoris (Vargas et al., 2010); esta vacuna fue distribuida en varios paises de
America latina que es ofrecida en paises de América Latina. El antigeno Bm86 se
expresa de forma natural en células del sistema digestivo de las garrapatas adultas
hembras y se sabe que juega un papel importante durante el periodo de
alimentacion y digestion de la sangre en garrapatas hembras repletas alimentadas
de bovinos infectados con Babesia (Bastos et al., 2010). Los anticuerpos anti-Bm86
aparentemente se unen a la superficie de las células epiteliales del intestino de la
garrapata e interrumpen la endocitosis causando la lisis de las células y reduciendo

la capacidad reproductiva de las hembras repletas.

Los efectos de la vacuna sobre estas garrapatas son reducciones de la
capacidad reproductiva (50-90 %), del numero de garrapatas repletas (20-30 %),
del peso de las garrapatas (30 %) y del peso de los huevos (60-80 %); sin embargo,

no produce mortalidad (Jonsson et al. 2000; De la Fuente et al., 2008).

Actualmente, se esta utilizando una version mexicana de la vacuna Bm86
que ha sido empleada con resultados prometedores cuando se utiliza en
combinacion con acaricidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006); el tratamiento aplicado
permite mantener infestaciones menores a 10 garrapatas por animal lo cual se
considera que representa una ventaja de este control y cumple asi la necesidad de
mantener la estabilidad enzodtica del hato. Este uso de estrategias de combinar
acaricidas con vacunas, ademas de reducir el abuso del empleo de los quimicos,
retardan la aparicién de resistencia y disminuyen el dafio ambiental producido por
la contaminacién del suelo y subsuelo, asi como también reducen la contaminacién
de productos como carne y leche para consumo humano (Jongejan y Uilenberg,
2004).

4.4.5 Rotacion de potreros.

La estrategia consiste en incrementar el tiempo de retorno del hato al potrero,
con el objetivo de eliminar parte de la poblacién de larvas de garrapata presentes
en el ambiente por ausencia del hospedero donde alimentarse, con esto se pretende

atacar a los parasitos en la fase no parasitica de su ciclo evolutivo (Quiroz, 2008).
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4.5 Distribucion de Rhipicephalus (Boophilus) microplus en México.

En México, desde hace varios afios se esta tratando de controlar las
infestaciones de garrapatas en ganado bovino por la Campafia Nacional contra la
garrapata Boophilus misma que contempla estrategias y acciones basicas que se
ejercen de manera coordinada con diversas dependencias oficiales y privadas las
cuales incluyen: Capacitacion, monitoreo, vigilancia epidemioldgica, supervision de
bafios garrapaticidas, estaciones cuarentenarias y coordinacion con el Centro
Nacional de Servicios de Constatacién en Salud Animal (CENAPA) como institucion
oficial de referencia en parasitologia, todos estos esfuerzos han logrado mantener
zonas libres y limitar hasta cierto punto la reproduccion de la garrapata en las zonas
bajo control (SAGARPA-SENASICA, 2016).

En la Figura 2, se muestra la superficie “libre de garrapatas” que comprende
599,367.84 km? representando el 30.6% del territorio nacional. La superficie en
erradicacion abarca 67,472.76 km? lo que corresponde a el 3.4% del total del
territorio mexicano. Por otro lado, la superficie mexicana considerada en control de
esta especie de garrapata comprende 1, 292, 407.02 km? representando asi 65.9%
del territorio nacional.

Para todo esto, se ha reconocido a los Estados de Sonora, Tlaxcala,
Aguascalientes, Baja California, Chihuahua y el Norte de Baja California Sur como
libres del ectoparasito.

En fase de erradicacion se encuentran los municipios de Los Cabos junto con
la parte sur de La Paz en Baja California Sur, asi como el norte del estado de Sinaloa
y parte del desierto del estado de Coahuila. El resto del pais comparte regiones en

control y zonas libres naturales de garrapata (SENASICA, 2018).
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Figura 2. Distribucién de la garrapata Boophilus spp en México.

Fuente: SENASICA 2018. Situacion actual del control de la garrapata Boophilus spp.

4.6 Definicion de Babesiosis bovina.

La Babesiosis bovina es una enfermedad que es transmitida por garrapatas y
causada por parasitos del género Babesia, esta enfermedad generalmente se
caracteriza porque ocasiona lisis de eritrocitos que conduce a anemia y muerte de
los bovinos; causando pérdidas econémicas significativas para las producciones
ganaderas en riesgo de las infestaciones de garrapatas (Figueroa y Alvarez, 2003).
Es la enfermedad protozoaria transmitida por un vector artrépodo de mayor
importancia en regiones tropicales del mundo (Bravo, 2012).

La presentacion de la babesiosis en hatos bovinos, depende mucho de la
edad; la mayoria de los casos de babesiosis se observan en adultos, y los animales
menores de 9 meses a pesar de ser portadores de la infeccibn generalmente no
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presentan signos clinicos. Asi como también la susceptibilidad de la enfermedad
varia segun la raza y sus cruzas; Bos indicus y su cruzas con Bos taurus son mas
resistentes que solo Bos taurus (CFSPH, 2008). También influye el ambiente y la
variacion estacional de la poblacion de garrapatas en una region. En México, la
babesiosis bovina afecta la economia pecuaria en diferentes niveles, limita la
importacion de ganado genéticamente superior al nativo en regiones tropicales y
hay una disminucion notable en la produccion de carne y leche (Navarrete et al.,
2002).

4.7 Antecedentes de babesiosis bovina.

Como antecedentes de la babesiosis bovina se sabe que el primer reporte de
la enfermedad se realizé en la ciudad de Rumania por Viktor Babes en el afio de
1888 quien observé al microscopio parasitos intraeritrociticos en sangre de ovinos
y bovinos con signos de anemia hemolitica y hemoglobinuria (Navarrete et al.,
2002); posteriormente Theobald Smith y Frederick Kilborne en el aifio de 1893 le
asignaron el nombre de Pyrosoma bigeminum y también demostraron que la
garrapata del género R. microplus es la responsable de transmitir la enfermedad en
los bovinos. Este parece haber sido el primer informe de la transmision de un
parasito protozoario por un artrépodo hematéfago (Cordero, 2002). En el mismo
afo, Starcovici asign6 a estos parasitos el nombre de: Babesia bovis, Babesia
bigemina y Babesia ovis. Algunos otros nombres fueron propuestos, pero el mas
conocido fue Piroplasma. Originalmente el nombre “piroplasma” inicia del hecho que
el paréasito después de la multiplicacion tiene a menudo forma tipo pera, asignandole

“piroplasmosis” (Cordero, 2002).
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4.8 Agente etiolégico.

En México, las especies mas comunes causantes de babesiosis bovina son
Babesia bovis y Babesia bigemina (Solis et al., 2000).

Babesia bigemina es un parasito piriforme redondeado oval que mide
aproximadamente 2.5 a 5 ym, en cambio Babesia bovis es mas pequefo, su
longitud se encuentra entre 1 a 2.5 pm (Garcia, 2015). B. bigemina
caracteristicamente se observa y se identifica como un par de corpusculos en forma
de pera unidos por un angulo agudo dentro de un eritrocito maduro (figura 3); y
presenta una distribucién mas amplia (Friedhoff, 2005). Mientras que B. bovis en
general es mas patdgena que B. bigemina (OIE, 2010); y ésta se observa y se
identifica como pequefios corpusculos en pares también en forma de pera, pero
unidos en un angulo obtuso dentro de un eritrocito maduro. (Solorio y Rodriguez-
Vivas 2005).

Figura 3. Panel A: Babesia bigemina en el interior de un eritrocito
bovino. Panel B: Babesia bovis en el interior de un eritrocito bovino

Fuente: Frotis obtenido a partir de cultivo in vitro de la unidad de
babesiosis, CENID-SAI, INIFAP.
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Dentro de las caracteristicas estructurales y taxonémicas, los protozoarios
del género Babesia son organismos eucariotas que pertenecen al Phylum
Apicomplexa (cuadro 2), caracterizandose por la presencia de un complejo apical y
un citoesqueleto Unico distinto de otros organismos eucariotas (Gordon y Sibley,
2005). No poseen cilios, ni pseudépodos, ni flagelos y son de reproduccion alterna

(sexual y asexual) (Garcia, 2015).

Se ubican dentro del Phylum Apicomplexa por que como ya se menciond
poseen un complejo apical (figura 4); que es un érgano complejo situado, como su

nombre lo indica en el polo apical del organismo.

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de Babesia.

Dominio Eucaryota
Reino Protista
Subreino Protozoo
Phyllum Apicomplexa
Clase Aconoidasida
Subclase Piroplasmea
Orden Piroplasmida
Superfamilia Babesioidea
Familia Babesiidae
Genero Babesia
Especie Babesia bovis,
bigemina

Fuente: Modificado a partir de Levine et al., 1980.
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El cual se encuentra constituido por estructuras claramente diferenciadas:

- Anillos polares: Estructuras anulares ubicadas en los extremos.

- Conoide: Estructura en forma de cono truncado formado por un espiral de
microtubulos.

- Roptrias: Organulos de aspecto piriforme cuya zona estrecha penetra en
el conoide desembocando en el polo apical.

- Micronemas: Vesiculas elipticas que desde el conoide se extiende hasta

aproximadamente un tercio del cuerpo del protozoo.

Conoide Anillo Polar

"‘\ __. Roptrias

Reticulo
endoplas-
Mitocondria %= matico

Membrana
Externa

Membrana

Interna
Microenemas

Figura 4. Diagrama de un trofozoito de Babesia

Fuente: Adaptado de: Cordero (2002); Gordon y Sibley (2005) y Garcia
(2015).
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Funcionalmente, este complejo apical se relaciona con la adherencia e
invasion de las células del hospedero. El conoide posee una funcién “perforadora”
y las roptrias y micronemas secretan sustancias que facilitan la penetracion
celular, indispensable para la supervivencia del parasito. Todas éstas estructuras
se pueden observar en las fases de esporozoitos y merozoitos; es decir, en las
gue pueden considerarse formas invasivas del protozoo (Cordero, 2002; Gordon y
Sibley, 2005; Garcia, 2015).

4.9 Ciclo biolégico.

El bovino se infecta tras la mordedura de la garrapata que inocula a través
de la saliva esporozoitos de Babesia (Vasco, 2013); estos esporozoitos penetran
directamente en los eritrocitos, y es ahi donde se desarrollan todas las fases
infectivas del parasito. Después de la invasion de los esporozoitos en el glébulo rojo
se produce un trofozoito y posteriormente dos merozoitos por fision binaria y éste a
su vez lisa el eritrocito y cada merozoito invade uno nuevo produciendo merogonias

resultado de la reproduccion asexual por division multiple (Chauvin et al., 2009).

Después de eso, los eritrocitos infectados con los merozoitos de Babesia son
ingeridos por la garrapata para posteriormente desarrollarse en gametocitos; los
gametos desarrollados se fusionan en el lumen del tracto digestivo de la garrapata
para formar un cigoto alargado que mide aproximadamente de 8 a 10 ym de longitud
que lleva un organelo similar al “pico de una cabeza de flecha”, que facilita su
penetracion en las células del intestino medio (Chauvin et al., 2009).

El organelo “pico de flecha” toca la membrana celular del intestino medio de
la garrapata, que se invagina alrededor de éste en el punto de contacto, en ésta
etapa no se forma membrana parasitofora y la membrana celular del intestino medio
parece lisarse en el punto de entrada debido a la accién de enzimas liberadas del
pardsito invasor. La funcién de dicho organelo parece ser similar a la funcién de las
roptrias y micronemas en todos los parasitos intracelulares. Una vez que el cigoto

de Babesia se ha internalizado en las células del intestino medio de la garrapata, el
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organulo se desintegra y el cigoto se transforma en una fase movil, denominada
oocineto (Chauvin et al., 2009).

Este oocineto abandona el epitelio del intestino medio e invade los tejidos del
cuerpo de la garrapata, invasion que incluye a los ovarios donde muchos huevos
son infectados y se le denomina, transmision trans- ovarica (CFSPH, 2008).

Posteriormente, los parasitos de Babesia se multiplican asexualmente,
continuando como esporogonia y el posterior desarrollo de numerosos
esporoquinetos que ocurren en cada etapa de la garrapata dando lugar a la
transmision trans-estadial donde la infeccion se va adquiriendo durante una etapa
de la vida de la garrapata a la siguiente. Los esporoquinetos invaden las glandulas
salivales de las garrapatas, donde se desarrollan en esporozoitos que representan
la fase infecciosa del parasito hacia su hospedero bovino (figura 5) (Chauvin et al.,
2009).

En el caso de B. bovis, generalmente es infeccioso 2 a 3 dias posteriores a
gue los esporozoitos se unen a las larvas de las garrapatas y se pueden transmitir
sélo a través de éstas larvas, ya que en R. microplus B. bovis no sobrevive mas alla
del estadio larval (CFSPH, 2008). Por el contrario, B. bigemina madura
aproximadamente 9 dias después de que se une a la larva de garrapata y sélo se
transmite a través de ninfas y adultos (CFSPH., 2008; Vasco, 2013).

4.10 Interaccion del parasito con su hospedero y su respectiva invasiéon de

eritrocitos.

Los parasitos Babesia bovis y Babesia bigemina utilizan distintas moléculas
para la invasidbn de los eritrocitos, durante éste proceso es necesario el
reconocimiento de la célula blanco por parte del parasito infectante, esta primera
etapa de reconocimiento la llevan a cabo las moléculas de superficie de los
merozoitos, mientras que organelos del complejo apical tales como roptrias y
micronemas estan encargadas de secretar sustancias en el punto de invaginacion

de la membrana de los eritrocitos en el proceso de invasién, todo esto con el fin de
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Figura 5. Ciclo biolégico de Babesia.

Fuente: Adaptado de Mosqueda et al., 2012.
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hacer uniones estrechas entre el mismo eritrocito para su adherencia, penetracion
e internalizacion del mismo (Yokoyoma et al., 2006). Las moléculas de superficie de
los merozoitos constan de 5 categorias: MSA-1, MSA-2, MSA-2a, MSA-2b, y MSA-
2c y pertenecen a una familia llamada antigenos variables de la superficie del
merozoito (VMSA) las cuales, de todas estas proteinas se ha identificado que solo
MSA-1y MSA-2 estan involucradas en la interaccion, reconocimiento y union inicial
del parasito con el eritrocito que también incluye glicoproteinas en su superficie para
la relacion de las mismas (Gohil et al., 2010).

En cuanto a la secrecidon de sustancias, los primeros en actuar son los
micronemas y ayudan a la orientacion del parasito para que la porcién apical quede
en contacto con la membrana del eritrocito, posteriormente se secretan proteinas
de las roptrias y esta liberacién de proteinas se correlaciona con la formacién de la
vacuola parasitéfora que rodea al parasito y esta formada por una invaginacion de
la membrana plasmatica del eritrocito durante la invasion ocasionando la fusion de
esta membrana y la liberacién del parasito en la vacuola, la cual funciona como una
barrera de difusiobn para evitar la degradacion intracelular del parasito, la
liberacién del contenido de los cuerpos esféricos ocurre luego de que el parésito ha
completado su entrada y todo esto contribuye a la modificacién del eritrocito para
su completa invasion (cuadro 3) (Yokoyama et al., 2006).

Cuadro 3. Principales proteinas involucradas en la invasion.

Proteina Peso Localizacion celular. Funcién
Molecular
(kDa)
Antigeno de superficie del 42 Superficie de Unidn inicial el Merozoito
Merozoito Merozoitos y con la membrana del
1 (MSA-1) Esporozoitos eritrocito
Antigeno de superficie del 44 Superficie de Contribuye
Merozoito 2 (MSA-2) Merozoitos y reconocimiento
Esporozoitos eritrocito huésped y facilita
su invasién
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Proteina asociada a roptrias 1
(RAP-1)

Proteina de cuello de las

roptrias (RON-2)

12D3

Antigeno de membrana apical 1
(BbAMA-1)

Proteina andénima relacionada
con trombospondina (BbTRAP)

La proteina del cuerpo esférico
1 (SBP1/Bb-1/Bv80)

Proteina del cuerpo esférico 2
(SBP2 / BvVal)

La proteina del cuerpo esférico
3 (SBP3)

Antigeno de superficie variante
de eritrocitos 1 (VESAL)

60

41

75

80

225

135

100 a 150

Regién apical de los
Merozoitos y
Esporozoitos

Regién aplical de los
Merozoitos y

Esporozoitos

Regién aplical de los
Merozoitos y

Esporozoitos

Micronemas y region

apical del Merozoito.

Micronemas y region

apical del Merozoito

Esqueleto de la
membrana de los
globulos rojos
infectados
Orgénulos del cuerpo
esférico y esqueleto de

la membrana de los

glébulos rojos
infectados
Orgénulos del cuerpo

esférico y esqueleto de
la membrana de los
gloébulos rojos
infectados

Superficie de la “cresta”

en eritrocitos infectados.

Fuente: Adaptado a partir de Gohil et al., 2010.
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invasion.
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Proteinas  desplegadas

después de la invasién.

Proteinas  desplegadas

después de la invasion.

Asociarse con la
membrana de eritrocitos

después de la invasién

Citoadhesion y variacion

antigénica.



Los antigenos parasitarios que se han investigado, son sefialados como
blanco del sistema inmune y estan implicados en funciones esenciales para la
supervivencia del parasito, como se menciond anteriormente en la invasion al
eritrocito y la variacion antigénica del parasito para escapar al sistema inmune del
hospedero bovino. El cultivo in vitro de Babesia y las herramientas de ingenieria
genética, han facilitado considerablemente el estudio de las interacciones
hospedero-parasito y permitido la caracterizacion de tales antigenos (Figueroa y
Alvarez, 2003).

Cuatro grupos de antigenos han sido particularmente estudiados con el fin
de probar su potencial inmunoprotector mediante la inoculacion de proteinas
recombinantes: Los presentes en la superficie de eritrocitos infectados; los
presentes en la superficie de los merozoitos; los presentes en los organelos del
complejo apical; y los secretados en el sobrenadante de cultivo in vitro (Figueroa y
Alvarez, 2003).

En este trabajo se realizard énfasis particularmente en dos proteinas
recombinantes utilizadas como antigenos tales como RAP-1y 12D3. La primera de
gran importancia, debido a sus implicaciones dentro del proceso de invasion al
eritrocito por el merozoito, y de la disolucién de la vacuola parasitéfora, los
antigenos del complejo apical de Babesia contenidos dentro de organelos como las
roptrias, micronemas o cuerpos esféricos, se han considerado como candidatos
para el disefio de vacunas anti-Babesia (Wright et al., 1992). Son los antigenos de
las roptrias que pertenecen a una familia multigénica (RAP-1) y que han sido
identificados en las especies B. bovis, B. bigemina y B. divergens (Suarez et al.,
1991); aun cuando la funcién de las proteinas RAP no se sabe perfectamente el
hecho de que anticuerpos monoclonales anti-RAP-1 inhiban el crecimiento de
Babesia bigemina in vitro (Figueroa y Buening, 1991) sugiere la implicacion de las
moléculas RAP-1 en el mecanismo de invasion y la importancia de estas moléculas
a nivel inmunolégico. Ademas, las moléculas RAP-1 se encuentran conservadas
entre cepas de las diferentes especies (B. bovis y B. bigemina) y poseen epitopos

para células T cooperadoras, siendo altamente inmunogénicos al inducir la
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expresion del interferén-y, y asi activar a los linfocitos B para que secreten
anticuerpos IgG2 opsonizantes (Brown et al., 1998).

La proteina 12D3 que también es considerada participante en la invasion de
los parasitos a los eritrocitos en el proceso de infeccion, ha sido evaluada, clonada
y expresada en forma de proteina recombinante junto con otros dos antigenos
(11C5 y 21B4); demostrado en un estudio realizado por Wright en el afio de 1999
que dicha proteina recombinante tiene capacidad para inducir una respuesta
inmune en animales sometidos a un desafio heter6logo de Babesia. 12D3 en
combinacion con 11C5 estimula al sistema de defensa para inducir una respuesta
de proteccion en bovinos (Wright et al., 1992); sin embargo, la respuesta inmune
conferida por esta combinacién, no fue tan efectiva comparada con la proteccion
inducida por la vacuna preparada a partir de parasitos vivos atenuados (East, 1997).

Diversos estudios de serologia con anticuerpos anti-12D3, han demostrado,
gue la molécula se encuentra conservada entre distintos aislados de B. bovis y en
otras especies de Babesia tales como B. bigemina, B. divergens, B. equi y B. canis,
por lo tanto, estas proteinas pueden ser antigenos candidatos para vacunas
protectoras contra esas especies (Wright et al., 1992).

Se ha evaluado también la inmunogenicidad producida por la proteina
recombinante 12D3 en combinacion con MSA-1 y MSA-2c¢ en bovinos expuestos a
la infeccion por Babesia sometidos a condiciones naturales y se observa que la
utilizacion de 12D3 en conjunto con estas proteinas si genera anticuerpos
especificos que reconocen a los antigenos correspondientes; sin embargo, esta
combinacién tampoco produce una proteccién adecuada, debido a que la respuesta
inmune especifica inducida por estos antigenos produce solamente un 50% de
proteccion, comparada con la vacuna viva atenuada que confiere una proteccion
mayor al 80%. Estos resultados apoyan la idea de encontrar una combinacion mas
adecuada de proteinas recombinantes para la proteccion exitosa del ganado contra
la babesiosis bovina en una confrontacion natural con los parasitos (Reyes et al.,
2016).
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4.11 Patogenia de la babesiosis bovina.

Segun Cordero del Campillo (2002), existen tres factores que condicionan la
patogenia en la presentacion de la enfermedad, el hospedero, el parasito y el
ambiente.

En el hospedero, la edad, la raza, el estado de salud y la condicion corporal
en la que se encuentren los animales se consideran factores de importancia para la
manifestacion clinica de dicha enfermedad. En la edad, se ha observado que
becerros de hasta 6 y 9 meses no manifiestan signos clinicos de importancia, sino
que soblo se consideran como portadores cuando son expuestos de una edad
temprana a estos parasitos, esto debido a la inmunidad pasiva conferida por la
madre. Por otro lado, los animales adultos que nunca estuvieron expuestos, al ser
infectados por primera vez, desarrollan signos clinicos severos e incluso mueren
(Hernandez, 2005; Willadsen, 2006); en cuanto a la raza, también se observa que
todas las razas de bovinos pertenecientes al género Bos taurus son mas sensibles
a la infeccion que los Bos indicus (Capitulo 4.4.3. Control genético) (Willadsen,
2006). El estado nutricional y de salud de los animales en la presentacion de esta
enfermedad se relaciona con la respuesta del sistema inmunolégico a la exposicion
de dichos parasitos, una condiciébn corporal baja y una alta exposicion a
microorganismos patégenos puede influir de manera severa en las manifestaciones
clinicas que presenten los animales infectados, debido a que las respuestas de
defensa no pueden reaccionar correctamente para proteger al organismo del animal
expuesto (Hernandez, 2005; Willadsen, 2006).

En cuanto al parasito, particularmente Babesia bigemina presenta una
distribucion amplia (Friedhoff, 2005; OIE, 2010), y la transmision de este parasito
es exclusivamente por ninfas y adultos de R. microplus (Solorio y Rodriguez-Vivas
2005); por este motivo, el periodo de incubacion y por lo tanto el comienzo de las
manifestaciones clinicas de B. bigemina es relativamente corto presentandose de
4 a 5 dias después de la inoculacion de sangre infectada (Zintl et al., 2003; OIE,
2014).

27



El ambiente influye con la presencia e intensidad de los vectores, para la
garrapata R. microplus la temperatura y la humedad son los factores de mayor
importancia en el desarrollo de su ciclo de vida, seguido de la vegetacion (Thornton
et al., 2009; FAO, 2010). Durante este ciclo de vida las hembras de las garrapatas,
después de copular en el hospedero, caen de él y buscan un sitio seguro donde
ovipositar, generalmente en el suelo cerca de la vegetacion que les proporciona
refugio y regulacion de la temperatura y la humedad. Bajo estas condiciones
climaticas 6ptimas de temperatura y humedad, las garrapatas depositan sus huevos
dentro de los dos dias siguientes a la caida del hospedero, pero en estaciones del
afo frias pueden tardar semanas o0 meses. Los huevos de las garrapatas duras son
depositados en un solo grupo en sitios humedos, célidos y protegidos del calor
extremo. Después de lo cual la hembra muere; por lo tanto, cada hembra solo
oviposita generalmente de 2,500-3,500 huevos una vez en el transcurso de toda su
vida. Se sabe que, durante su primera etapa de vida, las garrapatas, capturan agua
del medio para evitar la desecacion, este mecanismo se realiza por medio de la
osmorregulacién (Cordero, 2002), para ello, las garrapatas realizan este proceso
anicamente en condiciones climaticas adecuadas, con una temperatura entre 14 y
los 32 grados centigrados y una humedad relativa de 80% (Corson et al., 2004). Por
lo tanto, el éxito de esta familia de garrapatas depende de su habilidad para
sobrevivir y reproducirse dentro del ambiente de los animales que parasitan y de los

cuales obtienen la sangre de la cual se alimentan (Campos et al., 2006).

El principal mecanismo patogénico de Babesia es la produccién de anemia
hemolitica, al romperse los eritrocitos y liberarse la hemoglobina. Esto origina la
produccion de la bilirrubina que tifie las mucosas de color amarillo (Carrique y
Ribera, 2000). Esta infecciébn en el organismo por lo general ejerce una accion
traumatica al liberarse del eritrocito, accion expoliatriz al alimentarse principalmente
de hemoglobina, accion mecanica al formar acimulo de parasitos a nivel capilar y
finalmente una accién téxica con sus productos metabdlicos (Quiroz, 2000).

En general, la babesiosis es causa de la destruccion de los eritrocitos
parasitados (hemoalisis), por lo cual la hemoglobina queda en libertad y es convertida

en pigmentos biliares y el exceso de estos pigmentos es depositado en los tejidos,
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ocasionando ictericia. Aparece en la orina el exceso de la hemoglobina, que el
higado no pueda transformar, de modo que esta orina se colorea de rojo. Esta
enfermedad de manera aguda se va caracterizar por la hemdlisis, el edema, la
anemia y la trombosis (Vasco, 2013).

Los eritrocitos infectados son fagocitados por células del sistema inmune del
hospedero, los cuales se refuerzan por la unién de mas glébulos rojos cuya pared
ya ha sido modificada por el mecanismo de invasion del parasito a estos eritrocitos
produciendo trombos en la circulacién sanguinea (Vasco, 2013). Otro mecanismo
qgue produce trombos en la circulacion es la liberacion de sustancias enzimaticas
(esterasas y proteasas) liberadas por los parasitos en los globulos rojos, éstas
enzimas favorecen la pérdida de productos de degradacion del fibrindgeno y al
incrementarse la cantidad de fibrinégeno, la fibrina facilita la formacion de trombos,
dando lugar a fendmenos de coagulacion intravascular diseminada favorecida
también en formacion de calicreina, por activacion de precalicreina que se
encuentra de manera natural en la sangre (Cordero, 2002).

La liberacidn de proteasas en la circulacion, también va a influir en procesos
de vasodilatacion, hipotensién, aumento de la permeabilidad capilar, edema y
colapso vascular (Vasco, 2013).

La enfermedad aguda por lo general sigue un curso de una semana, el primer
signo es la fiebre que, segun Leodn en el afio 2002, puede ser de 41 - 42 °C, y dura
de 2 a 7 dias 0 més; ésta persiste a lo largo de la enfermedad y se acompafa de
inapetencia, aumento de la frecuencia respiratoria y temblores musculares. Este
mecanismo de la fiebre se produce por la accién de los monocitos y los macréfagos
gue durante su reaccion en proteccion del organismo sintetizan y secretan citosinas
pirogénicas como interleucina-1 (IL1), interleucina-6 (IL6) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) (Murphy, 1979); estas sustancias entran a la circulacion y llegan
a las ceélulas endoteliales del hipotdlamo anterior en la regidn preoptica
particularmente conocido como centro termorregulador principal, donde se unen a
receptores especificos induciendo la sintesis de prostaglandinas E2 (PGE 2), estas
prostaglandinas inducen la liberacibn de monoaminas y AMP ciclico las cuales

elevan el control del termostato en dicho centro (Petersdorf, 1980). El resultado es
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una serie de mecanismos periféricos de conservacion de calor mediante
vasoconstriccién, asi como un incremento metabodlico (por ello la reaccion de
aumento de la frecuencia respiratoria y temblores musculares) terminando con la
respuesta final de la fiebre (Murphy, 1979). EI mecanismo de la fiebre actla
mejorando la respuesta inmunoldgica de la infeccion aumentando la migracion de
fagocitos, asi como un incremento de la proliferacion de linfocitos T (Petersdorf,
1980).

Cuando se infecta un animal, la multiplicacién del parasito en los vasos
alcanza un maximo con el desarrollo de hemolisis de eritrocitos clinicamente
identificable después de un periodo de incubacion. Esta hemdlisis produce anemia
intensa y hemoglobinuria, la muerte sobreviene probablemente por anoxia anémica;
la afectacion del sistema nervioso central (SNC) es debido a la adhesion de
eritrocitos parasitados en los capilares del cerebro, por la infeccibn con Babesia
bovis (Blood et al., 1987).

B. bigemina, dentro de los eritrocitos infectados, muestra capacidad para
adherirse a las células endoteliales, lo que lleva a la retencion de éstos eritrocitos
en la microvasculatura. Esto permite que los parasitos persistan dentro del huésped
evitando el paso de eritrocitos infectados en el bazo y, por lo tanto, su eliminacién
del flujo sanguineo (Chauvin et al., 2009).

Por otro lado, esta citoadherencia esta mediada por el antigeno de superficie
de eritrocitos variantes 1 (VESAL), una proteina exportada a la superficie del
eritrocito hospedero infectado y que implica un contacto prolongado con el sistema
inmune del hospedero. El parasito ha desarrollado asi una estrategia para proteger
su funcién adhesiva de la interferencia inmune, en particular preservando la

citoadhesion incluso cuando se producen anticuerpos (Chauvin et al., 2009).

4.12 Signos clinicos.

Los animales infectados con Babesia bigemina primeramente desarrollan
anorexia y fiebre de hasta 42 °C antes que otros signos, posteriormente se presenta

hemolisis y anemia, esto es mas caracteristico en éste parasito que en Babesia
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bovis, seguido de pérdida del apetito y aislamiento del hato, los animales infectados
también muestran debilidad, depresién y postracién, sus membranas mucosas se
observan palidas y hay aumento en la frecuencia cardiaca y respiratoria.
Generalmente, se desarrolla hemoglobinuria y hemoglobinemia, asi como también
diarrea o estrefiimiento en algunos casos y en animales muy afectados se
manifiesta disnea asociada a un sindrome de insuficiencia respiratoria. En vacas
gestantes se puede producir abortos debido a la severa fiebre que presentan. Los
signos en el sistema nervioso no son frecuentes en las infecciones con B. bigemina.
Algunos bovinos que se infectan mueren, pero en los animales que sobreviven, la
crisis anémica suele cesar en una semana,; estos pueden estar débiles y en malas
condiciones, aunque generalmente la mayoria se recupera por completo con el
tratamiento adecuado (CFSPH, 2008).

4.13 Inmunidad contra Babesia spp.

La respuesta inmune innata es esencial y requiere la produccién de
Interleucina-12 (IL12) e Interleucina-18 (IL18). A su vez estas interleucinas
estimulan las células asesinas naturales (NK) para producir altos niveles de
interferon gamma (IFN-y), que inducen la produccién de 6xido nitrico (NO) por los
macrofagos. Esta respuesta inmune no conduce a la eliminacién del parésito, pero
ayuda a controlar la parasitemia, mecanismo que se realiza por distintos procesos
donde involucra: Citotoxidad celular dependiente de anticuerpos mediada por IgG1,
opzonizacién y neutralizacion mediada por 1gG2, adherencia del merozoito libre y
eritrocitos infectados a las células endoteliales y la activacion del complemento
mediada por IgG1 e IgG2 (Tizard, 2008).

Diversos mecanismos de la respuesta inmune son activados en los bovinos
infectados con estas dos especies de Babesia. Sin embargo, la primera en actuar
en una primoinfeccion o infeccién aguda al bovino es la respuesta inmune innata y
cabe destacar que animales de entre 6 a 9 meses de edad desarrollan una
inmunidad innata mucho mas fuerte que los bovinos adultos (Goff et al., 2008),

caracteristica que se manifiesta gracias al traspaso de anticuerpos del calostro de
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la madre al becerro. Por otro lado, se ha demostrado que la respuesta de los
animales jovenes a la infeccion involucra la produccién temprana de Interleucina-12
(IL-12), Interleucina-18 (IL-18) e interferon gamma (IFN-y) asi como también la
presencia de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (INOS). En contraparte, en
animales adultos, la produccién de IL-12 e IFNy aparece mas tarde en la infeccion
y la iINOS no es inducida. Ademas, se ha visto que la Interleucina-10 (IL-10) juega
un papel importante en la inmunomodulacion de la respuesta innata en animales
adultos, esto con el fin de evitar una respuesta inflamatoria prolongada que resulta
perjudicial para el animal (Goff et al., 2008).

Después de la exposicion de los hospederos, cuando los parasitos se
encuentran libres en el torrente sanguineo, los anticuerpos de la subclase I1gG1 e
IgG2 tienen una funcion fundamental en esta etapa temprana de la infeccién para
la neutralizacidon y opsonizacion de los antigenos, colaborando como marcadores
para la fagocitosis y bloqueando la entrada de los parasitos al eritrocito. Una vez
dentro del eritrocito, los niveles de parasitemia son controlados por las células de
este sistema inmune innato, la primera linea de defensa la constituyen las células
natural killer (NK), neutrofilos, monocitos y los macréfagos. Esta primera resistencia
contra la babesiosis parece ser controlada por la produccién de factores solubles,
como el IFNy de las células NK y el TNFa, asi como el 6xido nitrico e intermediarios
reactivos del oxigeno de los macréfagos (Shoda et al., 2000); se ha probado que
estos dos compuestos son producidos durante infecciones agudas (Schneider et al.,
2011).

Por otro lado, Brown et al. (2006), postulan que los mecanismos de control
de la infeccién por Babesia requieren tanto de una respuesta inmune innata como
adaptativa. Esta dltima incluye a células colaboradoras del perfil Thl CD4 y
produccion de anticuerpos neutralizantes.

Los anticuerpos actian como opsoninas incrementando la fagocitosis de los
parasitos. Asimismo, los anticuerpos son importantes efectores durante una
segunda infeccion por la creacién de memoria inmunolégica. Como consecuencia
de la infeccion con Babesia, se forman complejos inmunes con antigenos del

parasito, inmunoglobulinas y la proteina C3 del sistema del complemento. Las
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inmunoglobulinas principales de los complejos pertenecen al tipo IgM en bajas
concentraciones y a los isotipos IgGl e 1gG2 que son capaces de fijar el
complemento y el isotipo 1gG2 tiene ademas mayor capacidad opsonizante (Brown
et al., 2006).

Como Babesia spp. Es un protozoario estrictamente intraeritrocitico y los
glébulos rojos carecen de antigenos de histocompatibilidad, la respuesta inmune
celular depende exclusivamente de la presentacion de antigenos del parésito a
linfocitos T CD4 por parte de macréfagos que a través de la fagocitosis expresen el
complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (CMH 1) (Brown y Palmer, 1999).

En los animales persistentemente infectados que han controlado la
parasitemia, 0 en animales inmunizados satisfactoriamente, las células Thl CD4
antigeno especificas son centrales para la respuesta inmune adaptativa a través de
la produccion de IFNy. Ademas de la activacion de los macrofagos para una
limpieza eficiente del organismo, el IFNy potencia la produccion de anticuerpos IgG2
con una fuerte actividad opzonizante y capacidad neutralizante los cuales, junto con
las IgG1, se sabe que protegen pasivamente al ganado contra el desafio con cepas
homologas (Brown et al., 2006).

De esta forma, la infeccion aguda con Babesia bovis o Babesia bigemina en
los animales es combatida por la activacidn de la respuesta inmune innata, mientras
que la proteccién contra la enfermedad clinica en animales persistentemente
infectados o inmunizados depende de la rapida activacion de la memoria
inmunoldgica y las células Thl CD4 efectoras que secretan IFNy y proveen
colaboracion para la produccion de anticuerpos (Tizard, 2008).

4.14 Diagnostico.

El diagndstico de la babesiosis bovina es una importante herramienta para el
tratamiento, prevencion, control y el manejo de la enfermedad (Mosqueda et al.,
2012). Inicialmente, se debe realizar un diagndstico basando en signos clinicos que
pudieran llegar a presentar los animales, sospechando de aquellos que presenten

signos tales como fiebre, anemia, hemoglobinuria, anorexia, depresion, asi como
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aumento en la frecuencia cardiaca y respiratoria. Sin embargo, estos signos clinicos
no son exclusivos de la babesiosis bovina; por lo tanto, es necesario realizar un
andlisis mas completo para la deteccién especifica del parasito (CFSH, 2008).
Durante la etapa aguda de la enfermedad el nUmero de parasitos dentro de los
eritrocitos aumenta en una manera tal que pueden ser detectados
microscopicamente; sin embargo, en los animales infectados cronicamente donde
se produce una forma subclinica de la enfermedad, este método es inutil y otros
métodos mas sofisticados se deben emplear (Mosqueda et al., 2012). Existen
distintas técnicas de diagnodstico de Babesia que van desde los extendidos
sanguineos coloreados con Giemsa 0 naranja de acridina, finos o gruesos (frotis
sanguineos), a técnicas modernas de serologia y diagnéstico molecular (OIE,
2010).

4.14.1 Examen microscoépico directo.

En la ciudad de Rumania en el afio de 1888 el cientifico Vicktor Babes fue el
primero en identificar Babesia spp en gotas delgadas de sangre de bovinos
infectados (Navarrete et al., 2002). Por su parte, Theobald Smith también estaba
buscando el agente causal de la fiebre del ganado desde hace varios afios antes,
pero fracaso en la identificacion del parasito, debido a que estaba buscando en
sangre de bovinos infectados cronicamente; sin embrago, fue hasta un caso agudo
de la enfermedad que lo acercé a identificar los corpusculos intraeritrociticos de
estos parasitos. Por lo tanto, el uso de frotis sanguineo fue el primer método para
identificar parasitos de Babesia en muestras clinicas (Mosqueda et al., 2012).

Este método tradicional de identificacion del agente patégeno en animales
infectados es el examen microscépico de frotis sanguineo en gotas gruesas y
delgadas tefiidas con Giemsa. El uso de gota delgada de sangre es altamente
sensible de tal manera que permite detectar parasitemias de incluso un parasito en
106 glébulos rojos, asi como también la diferenciacion de especies es facil de
realizar en estas gotas finas pero deficiente en gotas gruesas. Normalmente, esta
técnica es adecuada para la deteccion de las infecciones agudas, pero no para la

deteccién de los portadores donde las parasitemias son en su mayoria muy bajas.
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La identificacion y diferenciacion del parasito puede mejorarse empleando un
colorante fluorescente, como el naranja de acridina, en lugar del Giemsa (OIE,
2014).

Las muestras de animales vivos son de sangre tomada preferentemente de
capilares, como los de la punta de la oreja o de la cola de bovinos, ya que Babesia
bovis es mas frecuente en sangre capilar mientras que los parasitos Babesia
bigemina se encuentran distribuidos uniformemente por los vasos sanguineos; por
lo tanto, si no se pueden realizar extensiones de sangre fresca tomada de capilares,
se toma sangre de la vena yugular en un tubo con anticoagulante (Mosqueda et al.,
2012); la sangre se mantiene refrigerada generalmente de 4 - 5°C, hasta que se
envia al laboratorio en condiciones de campo. En el laboratorio, las extensiones de
sangre se preparan depositando una gota de sangre de aproximadamente 50 pl
sobre un portaobjetos de vidrio las extensiones de sangre se secan al aire, se fijan
en metanol absoluto durante 10-60 segundos, y se tifien con el colorante Giemsa al
10% durante 15-30 minutos. Esta técnica es mas sensible para la deteccion de
Babesia spp., porque los eritrocitos se lisan y los parasitos se concentran. Los frotis
tefiidos se observan al microscopio Optico con aceite de inmersion y utilizando un
objetivo de 100x (OIE, 2014).

4.14.2 Inmunofluorescencia indirecta (IFl).

El método por inmunofluorescencia indirecta (IFl), fue descrito por primera
vez por Ristic y Sibinovic en 1964 para detectar anticuerpos contra B. caballi en
caballos con infeccion crénica. Desde entonces, se ha adaptado a todas las
especies de Babesia y tiene un alto nivel de especificidad y sensibilidad. Esta
prueba se basa en el reconocimiento de antigenos del parasito por anticuerpos
séricos en la sangre del animal probado. Los anticuerpos unidos se detectan por un
anticuerpo marcado con fluorocromo anti-lgG (anticuerpo secundario). La
preparacion del antigeno consiste en merozoitos intraeritrociticos crecidos en cultivo
u obtenidos de sangre infectada eliminada de plasma y glébulos blancos, de modo
que los eritrocitos con un alto nivel de parasitemia (> 3%), generalmente mezclados

con 5% de albumina de suero bovino u otra proteina soluble, se extienden en un
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portaobjetos de vidrio. Una vez que los frotis se secan, se envuelven
individualmente y se almacenan a -20 ° C y de esta manera lograr que puedan durar
varios afios. Cuando se va a utilizar el antigeno, los portaobjetos se descongelan,
se desecan y se fijan con acetona, que permeabiliza e impregna la célula. La técnica
de IFI consiste en una serie de pasos de incubacion y lavado, primero, el suero a
analizar se diluye a 1:80 y después de un periodo de incubacion, el anticuerpo no
unido se elimina mediante lavado. Un anticuerpo secundario IgG anti bovino
conjugado con un fluorocromo se usa para identificar anticuerpos unidos. Después
de una segunda ronda de pasos de lavado, el frotis se seca y se analiza con un
microscopio de fluorescencia usando filtros especificos para el fluorocromo. Los
resultados positivos dependen de la observacion de parasitos fluorescentes que
indican la presencia de anticuerpos anti-Babesia en el suero analizado (Mosqueda
et al., 2012).

4.14.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Este método permite la amplificacién exponencial de secuencias especificas
de ADN in vitro. La técnica se basa en la utilizacion de la enzima termoestable Taq
polimerasa que, en presencia del buffer adecuado, magnesio, desoxiribonucle6tidos
y oligonucledtidos especificos, permite amplificar un gen o secuencia particular a
partir de ADN (Bock et al., 2004).

La PCR es utilizada simultaneamente con los métodos de diagndstico
convencionales, ha probado ser de utilidad para la deteccion de B. bovis y B.
bigemina en bovinos portadores y como prueba confirmatoria debido a su elevada
sensibilidad y especificidad; estas caracteristicas han permitido su utilizacion para
identificar diferencias genomicas no detectables mediante los métodos de
diagnéstico convencionales (Bock et al., 2004).

La PCR convencional permite la amplificacion de una secuencia de acido
desoxirribonucleico (ADN) especifica en una muestra compleja de material genético
a partir del uso de oligonucleotidos que flanquean la region de interés (Lodish,
2005).
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Esta técnica se ha empleado para el diagndstico de especies de Babesia que
afectan a bovinos y la deteccién de cepas provenientes de diferentes regiones del
mundo (Aboulaila et al., 2010). Asi mismo se ha evaluado su uso con diferentes
marcadores moleculares, entre los cuales se destacan genes que codifican para el
RNA de subunidades ribosomales de B. bovis y B. Bigemina (Adham et al., 2009).

Con el proposito de mejorar el rendimiento, la especificidad o adaptarse a
determinadas condiciones, han surgido numerosas modificaciones de la PCR
convencional (Lodish, 2005); como por ejemplo, la PCR en tiempo real que su
principal caracteristica de esta técnica es que permite cuantificar la cantidad de ADN
0 ARN presente en una muestra, para ello se realizan adaptaciones tales como el
uso de fluorocromos y sondas especificas durante el proceso de amplificacion; el
termociclador esta conectado a una computadora y el resultado se observa como
una curva de amplificacion en un software especifico de cada equipo (Adham et al.,
2009). Por otro lado, también existe la PCR anidada que su objetivo es incrementar
la especificidad y el limite de deteccion, esta reacciéon comprende dos rondas de
amplificacion, cada una con diferentes pares de oligonucledétidos; el segundo par se
unird a una secuencia interna del producto amplificado en la primera reaccion,
obteniéndose productos de PCR mas cortos, pero mas especificos (Adham et al.,
2009).

Uno de los principales inconvenientes de la PCR, es que se requieren
sistemas adicionales para visualizar la region amplificada, como lo son el
equipamiento para la electroforesis en gel de agarosa y la camara de luz UV;
ademas, se requiere el uso de agentes intercalantes de ADN para observar la
reaccion, uno de ellos es el bromuro de etidio, una sustancia téxica y con efectos
carcinégenicos (AboulLaila et al., 2010). Asi mismo, es necesaria la estandarizaciéon
del procedimiento; las temperaturas de alineamiento de los oligonucleétidos, la
concentracion de magnesio, las concentraciones de oligonucleotidos y otros
pardmetros para obtener el mejor rendimiento de estas pruebas moleculares
(Adham et al., 2009).
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4.15 Tratamiento de la babesiosis bovina.

Los medicamentos antiprotozoarios mas utilizados en la actualidad para
combatir la babesiosis bovina en su ingrediente activo son; dipropionato de
imidocarb y diaceturato de diminazeno (Ledn, 2002; Mosqueda et al., 2012).

Aunque se desconoce el mecanismo exacto de accién del dipropionato de
imidocarb se ha observado que su incorporacion al nucleo del parasito es muy
rapida y muestra actividad de interferencia en la sintesis de su ADN, por lo que lo
paraliza a las pocas horas de su administracion lo que permite que sea atacado por
el sistema inmune del hospedero, asi como también inhibe drasticamente el
metabolismo energético del parasito, relacionado con la interferencia de la glucolisis
aerobica (Flores, 2006).

La dosis utilizada en rumiantes es de 1 a 3 miligramos por cada kilogramo de
peso vivo; generalmente se requiere una sola dosis, pero en caso de necesitar
repetir el tratamiento se recomienda no hacerlo antes de los 7 dias de la primera
aplicacion; asi mismo, su administracion en bovinos se recomienda exclusivamente
por via subcutanea (Vial y Gorenflot, 2006).

El periodo de retiro en bovinos destinados a la produccion de carne es de 90
dias después de la ultima aplicacién y en bovinos destinados a la producciéon de
leche no se recomienda su administracion.

Por otro lado, el diaceturato de diminazeno, también bloquea el metabolismo
energético del paréasito, ademas de interferir en la sintesis de ADN del protozoario
a nivel del nucleo, la multiplicacién del parasito queda bloqueada, permitiendo de
esta manera, que el sistema inmunoldgico del animal actle generando anticuerpos,
logrando la recuperacion clinica del animal y la instauracién de un estado de
resistencia (Flores, 2006).

El uso de este medicamento en bovinos es por via intramuscular profunda en
una dosis de 3 a 3.5 miligramos por kilogramo de peso vivo (Vial y Gorenflot, 2006);
el tiempo de retiro de los animales destinados a la produccion de carne es de tres

dias y para los bovinos productores de leche no se recomienda su administracion.
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En cuanto a la inmunizacion que parece ser el procedimiento que ofrece las
mejores perspectivas, se considera que es un método de prevencion y/o control
como una de las alternativas primordiales para resolver el complejo problema de la
babesiosis bovina. Sin importar la fuente o tipo de antigeno, una vacuna ideal contra
la babesiosis se considera debe reunir las siguientes cualidades: Prevenir
clinicamente la enfermedad en condiciones de campo, proteger contra las dos
cepas de los parasitos B. bovis y B. bigemina, inducir una proteccion prolongada
con solo una o dos inoculaciones, asi como también disponibilidad, costo razonable,
y que sea segura y facil de administrar (Ramirez et al., 2003).

Desde finales del siglo XIX se sabe que los bovinos susceptibles, después
de sufrir la infeccion de protozoarios del género Babesia, son capaces de desarrollar
fuerte inmunidad contra futuras reinfecciones (Callow, 1976). Este hecho dio origen
en Australia a la practica de infectar animales libres de la enfermedad con sangre
de bovinos que se habian recuperado de ésta, para aplicar posteriormente un
tratamiento especifico y evitar su muerte (Callow, 1976). Posteriormente, Callow y
Mellors afinaron el proceso y estandarizaron el nimero de parasitos a inocular,
utilizando becerros esplenectomizados como los proveedores de los parasitos, en
lugar de simples portadores del protozoario, este método se ha aplicado con buenos
resultados en diversas partes del mundo; sin embargo, una seria desventaja es que
al reproducir las especies de Babesia en becerros, los inmundgenos podrian llegar
a contaminarse con otros patdgenos y producir su diseminacion a otras areas.
(Alonso et al., 1991); este riesgo es eliminado mediante la multiplicacién de
poblaciones del parasito en condiciones in vitro (Vega et al., 1985).

El desarrollo del cultivo in vitro de Babesia spp, ha permitido y facilitado el
estudio molecular de los genes codificadores de las principales proteinas de los
parasitos con gran potencial protector para su uso como vacunas. Las vacunas
constituidas por antigenos parasitarios solubles (APS) liberados in vivo o in vitro, en
el plasma del animal o en el sobrenadante de cultivo in vitro, han probado su poder
inmunoprotector contra todas las especies de Babesia hasta ahora estudiadas
(Vega et al., 1985).
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En México, existe un inmundgeno atenuado contra Babesia bovis y Babesia
bigemina, que ha conferido proteccion a bovinos susceptibles en condiciones
controladas. Los bovinos inmunizados con el inmundgeno combinado sobreviven el
desafio con dosis conocidas de parasitos virulentos de ambas especies (Canto et
al., 2003); sin embargo, las situaciones reales de campo que inducen estrés, como
el traslado o la infeccién transmitida por garrapatas, no se habia considerado, hasta
un estudio realizado por Cant6 y colaboradores en el afio 2003 en el que evaluaron
la capacidad inmunoprotectora del inmundgeno atenuado en bovinos inmunizados
en una zona libre de Babesia y garrapatas, y fueron movilizados a una zona
endémica de babesiosis bovina, utilizaron bovinos de raza Charolais, machos, de
18 meses de edad, que se dividieron en dos grupos: Un grupo fue inmunizado con
una dosis de 1 x 107 eritrocitos infectados con Babesia bovis y Babesia bigemina;
el segundo grupo fue inmunizado con eritrocitos no infectados. Dos meses después
todos los animales se trasladaron a un potrero localizado en una zona endémica, e
infestado con garrapatas R. microplus infectadas con ambas especies de Babesia.
Ahi permanecieron durante todo el tiempo que duré el experimento y nunca
recibieron tratamiento ixodicida. Dieciocho dias después del inicio de la
confrontacion, los cinco animales del grupo testigo presentaron signos clinicos
severos de la enfermedad aguda; en los frotis sanguineos se encontraron ambas
especies del hemoparasito y temperatura rectal superior a los 40.5°C por varios dias
y un descenso del volumen celular aglomerado del 48%, por lo que todos los
animales de este grupo tuvieron que ser tratados para evitar su muerte. Los bovinos
del grupo inmunizado, aunque también presentaron ambas especies del parasito en
sangre periférica, temperatura rectal elevada y descenso de 37% en el volumen
celular aglomerado, mantuvieron buena condicidbn corporal y no requirieron
tratamiento. Este trabajo demostré la capacidad de proteccion conferida por el
inmundégeno combinado en bovinos vacunados en una zona libre de garrapatas y

movilizados a una zona endémica de babesiosis.

La vacuna bivalente contra la babesiosis bovina, se utiliza para disminuir la
morbilidad y mortalidad del ganado susceptible introducido a zonas tropicales,

comunmente se presentan brotes severos especialmente en bovinos adultos con
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tasas de mortalidad que varian entre 25-40%, esto implica altos costos por
tratamientos y atencion de los animales afectados. Ademas, la babesiosis dificulta
el ingreso de animales de mayor calidad genética y/o susceptible a regiones
endémicas. La administracion de la vacuna bivalente se debe hacer a bovinos
susceptibles, ya sean éstos de importacion o nacionales, antes de ser introducidos
a zonas endémicas de babesiosis bovina. La vacuna debe manipularse
estrictamente en nitrogeno liquido hasta el momento de su uso, a partir de la
vacunacion, los animales deben mantenerse libres de garrapatas Boophilus spp
durante al menos 21 dias, para asegurar su proteccion (INIFAP, 2003).

En México no existe una vacuna de manera comercial con las dos especies
de Babesia que afectan al ganado bovino; sin embargo, en el CENID - SAI
localizado en Jiutepec, Morelos se ha desarrollado material vacunal que incluye
ambas especies, Babesia bovis y Babesia bigemina. Con el uso de esta vacuna se
ha demostrado que confiere proteccion de al menos 80% en animales expuestos a
Babesia bajo condiciones de campo. Lo que puede permitir una disminucion de
pérdidas econdmicas por morbilidad y mortalidad de animales susceptibles a la
babesiosis bovina. La vacunacién de animales procedentes de zonas libres del pais
o importados, reducird las pérdidas por causas de la enfermedad, evitando brotes
los cuales regularmente se presentan una vez que los animales son a zonas
infestadas por garrapatas, facilitAndose de esta manera la movilizacion de ganado
especializado en produccion de leche y/o carne a zonas de alta endemicidad
(INIFAP, 2003).
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V. Hipétesis.

La proteina recombinante RAP-1 es mas sensible y mas especifica que la
proteina recombinante 12D3 en la prueba diagnostica de iELISA que a la vez tiene
una concordancia de moderada a casi perfecta con respecto a la prueba estandar
de oro IFI.
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VI. Objetivos.

6.1 General.

Comparar mediante la técnica de iELISA las proteinas recombinantes RAP-

1y 12D3 usadas como antigenos de Babesia bigemina.

6.2 Especificos.

Determinar mediante datos de sensibilidad y especificidad cuél de las dos
proteinas recombinantes es mejor para ser utilizada como antigeno de Babesia
bigemina en la prueba de IELISA y a la vez compararla frente a la prueba IFI con el
antigeno crudo de Babesia bigemina.

Analizar mediante parametros de valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo la validez que tiene la prueba de IELISA para el diagndstico de la
babesiosis bovina con el uso de las proteinas recombinantes RAP-1y 12D3 como

antigenos de Babesia bigemina.

Establecer la fuerza de concordancia que tiene la prueba iELISA utilizando
cada una de las proteinas recombinantes frente a la prueba de referencia estandar

de oro IFI utilizando antigeno crudo de Babesia bigemina.
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VIIl. Materiales y Métodos.

7.1 Localizacion.

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de la Unidad
de Babesiosis en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal
e Inocuidad del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (CENID-SAI, INIFAP). Ubicado en el Km. 11.5 de la carretera federal

Cuernavaca-Cuautla, Col. Progreso, Jiutepec, Morelos, C.P. 62550.

7.2 Muestras.

Se utilizaron como negativos 60 muestras de sueros de bovinos procedentes
de zona libre de garrapata y por lo tanto libre de babesiosis, asi como 36 muestras
de suero positivos provenientes de bovinos inoculados con las proteinas 12D3 y
RAP-1 de Babesia bigemina.

7.3 Diseiio experimental.

La metodologia de este trabajo de investigacion es del tipo cuantitativo,
debido a que se analizaron los resultados en manera numérica y contable, asi como
también es un estudio prospectivo con disefio transversal en un andlisis del
complejo antigeno - anticuerpo de la babesiosis bovina. De esta manera se
identificaron resultados positivos y negativos, 0 en su caso, falsos positivos o falsos
negativos de la reaccién que desencadenan las proteinas de Babesia bigemina
usadas como antigenos durante su reconocimiento por anticuerpos. Este tipo de
investigacién parte de casos concretos para llegar a una descripcién general o de

comprobacion de hipotesis causales.
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7.4 Prueba de iELISA.

7.4.1 Materiales.

- Sueros problema: 60 muestras de sueros de bovinos negativos
procedentes de una zona libre de garrapatas y como positivos 36
muestras de sueros de bovinos expuestos a Babesia bigemina.

- Placas de poliestireno de 96 pozos sensibilizadas con las proteinas
recombinantes RAP-1y 12D3 de Babesia bigemina.

- Suero de cabra anti-lgG de bovino conjugado con peroxidasa de rdbano.

- Sustrato tetrametil bencidina (TMB).

- Solucién amortiguadora de fosfatos 1x (PBS) con pH:7.2

- Solucién de bloqueo (leche descremada al 3%)

- Solucién de lavado (PBS-Tween 20).

- Pipeta multicanal y puntas estériles desechables.

- Espectrofotometro.

7.4.2. iELISA.

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos previamente sensibilizadas
con las proteinas 12D3 y RAP-1 de Babesia bigemina, a las cuales se les realizd
una serie de lavados y un bloqueo con leche descremada al 5%. En cada pozo se
colocaron 50 pl las muestras de suero problema (dilucién 1:200), después de una
incubacion de las muestras por 60 minutos a 37°C se les realizaron 3 lavados a las
placas con solucién de PBS 1% y PBS Tween, enseguida se agreg6 50 pl del
conjugado a cada pozo en dilucién 1:10000, posterior a una misma incubacion, pero
ahora por un tiempo de 30 minutos se lavaron las placas y se agreg6 a cada pozo
50 ul del sustrato TMB correspondiente, se incubaron nuevamente por 30 min a
37°C y para calcular la absorbancia (densidad 6ptica), las lecturas de las placas fue
realizada en un espectrofotometro BIO — RAD iMARK a 650 nm de longitud de onda

(anexo 2).
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El punto de corte para cada uno de los antigenos utilizados en la prueba
IELISA se calcul6 con base a la media aritmética de la densidad éptica de 3 sueros
negativos utilizados como control mas 3 veces la desviacion estandar (Waltisbuhl et

al., 1987). La formula quedd de la siguiente manera:
X+ 3S

Donde:
X = media aritmética sueros negativos
S = desviacion estandar

Para la interpretacion de los resultados, las muestras que registraron una
densidad 6ptica por debajo del valor del punto de corte fueron consideradas como
negativas, mientras que las muestras con densidad 6ptica igual o mayor al punto de

corte se consideraron como positivas.

7.5 Inmunofluorescencia indirecta (IFl).

7.5.1 Materiales.

- Laminillas con eritrocitos parasitados de Babesia bigemina (PEP 4%).

- Sueros problema: 60 muestras de sueros de bovinos negativos
procedentes de una zona libre de garrapatas, y como positivos 36
muestras de sueros de bovinos expuestos a Babesia bigemina.

- Suero de conejo anti - IgG de bovino conjugado con Alexa Fluor 488.

- Solucién amortiguadora de fosfatos 1x (PBS) con pH: 7.2.

- Agua destilada.

- Perlas de silice.

- Acetona.

- Caja de Coplin de vidrio.

- Vaso de Coplin.
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- Lapiz graso.

- Micropipetas y puntas desechables estériles.
- Camara humeda.

- Incubadora.

- Agitador.

- Microscopio de epifluorescencia.

7.5.2 Prueba de IFI.

Como antigeno se utilizaron laminillas con eritrocitos parasitados de Babesia
bigemina obtenidos previamente de cultivo in vitro, dichas laminillas se disecaron
en perlas de silice y en incubacién por 30 minutos a 37°C, enseguida se introdujeron
en acetona por un tiempo de 10 minutos. Posteriormente, en cada una de estas
laminillas se marcaron varios circulos con lapiz graso donde se agregaron 5 pl de
los sueros problema diluidos 1:80, se incubaron en camara humeda por un tiempo
de 30 min a 37°C y se les realizaron tres lavados con PBS 1x y agua destilada,
después se les agregaron 5 pl del conjugado a cada circulo y se incubaron de nuevo
en camara humeda por un tiempo y temperatura igual a la incubacion anterior. De
esta manera se observd por medio de un microscopio de epifluorescencia el
reconocimiento por parte de los anticuerpos circulantes en suero de los bovinos
hacia el antigeno fijo en la laminilla (anexo 3) (Terkawi et al., 2011). Los valores
considerados como positivos y/o negativos se evaluaron de acuerdo a la
observacién, donde se muestra la union antigeno-anticuerpo tomando como

referencia los controles positivos y negativos empleados.

7.6 Andlisis estadistico.
7.6.1 Determinacién de la sensibilidad y especificidad.

Los valores de sensibilidad y especificidad se determinaron con la ayuda de

un cuadrado de contingencia 2x2 y con base en los resultados obtenidos con las
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pruebas de IFl y de iELISA utilizando las proteinas RAP-1y 12D3 como antigeno,

para ello el célculo se realizé con las siguientes formulas (Cuevas et al., 2010):

Rap-1/12D3/Babesia bigemina
(+) (=)

Total
(+) a b a+b
iELISA/IFI
(=) c d c+d
Total atc b+d n

Cuadro 4. Cuadrado de contingencia 2x2 para la determinacion de la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de las pruebas iELISA e IFI.

Donde:
a= verdaderos positivos
b= Falsos positivos
c= Falsos negativos
d= verdaderos negativos
Entonces:
Sensibilidad: a/a+c*100

Especificidad: d/b+d*100
7.6.2 Determinacién de los valores predictivos.

Las siguientes formulas fueron empleadas para la determinacién de los
valores predictivos positivo y negativo, estableciendo estos datos con cada una de

las proteinas en la prueba de iELISA, asi como también para la prueba de IFI.
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Valor predictivo positivo = (a/a+b)*100

Valor predictivo negativo = (d/c+d)*100

7.6.3 Determinacion del indice de concordancia.

Se obtuvo la fuerza de concordancia mediante el indice Kappa comparando
los resultados positivos y negativos obtenidos en la prueba de iELISA con cada una
de las proteinas recombinantes RAP-1 y 12D3 de Babesia bigemina que fueron
empleadas como antigeno y la prueba de IFI como estandar de oro para el
diagndstico de la babesiosis bovina. Estos resultados se obtuvieron con el apoyo

del siguiente cuadro con sus respectivas formulas (Garcia, 2010):

IFI
(+) (-)
Total
(+) a b a+b
iELISA
(=) c d c+d
Total atc b+d n

Cuadro 5. Cuadrado de contingencia 2x2 para la determinacién del indice de concordancia
entre las pruebas iELISA e IFI.

K=Co-Ce/-Ce

Concordancia observada (Co) =a+d/n

Concordancia por azar (Ce)=(a+b)(a+c)+(c+d) (b+d)/n?
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VIIl. Resultados.

8.1 Prueba de iELISA.

Las 96 muestras de suero se evaluaron mediante la prueba de IELISA
estableciendo un punto de corte con los datos de densidad Optica a 650 nm de los
controles negativos como se mencioné en la metodologia. El punto de corte
obtenido para la proteina RAP-1 fue de 0.556 (anexo 4) por lo que en la grafica 1
se muestran los datos considerados como positivos y negativos de acuerdo a este
punto de corte.

Proporcion de resultados positivos y negativos en
la prueba de iELISA para RAP-1.

100
80
&0
40

20

Total de las Positivas Megativas
muestras
96 39 57

Gréfica 1. Muestras positivas y negativas de acuerdo al punto de corte
establecido para la proteina recombinante RAP-1 de Babesia bigemina.
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Para la proteina 12D3 el punto de corte se establecié en 0.629 (anexo 5)
mostrando en la grafica 2 los datos que corresponden a resultados positivos y

negativos para dicha proteina.

Proporcion de resultados positivos y negativos en
la prueba de iELISA para 12D3

100
80

60

20

Total de las Positivas Megativas
muestras

96 33 58

Grafica 2. Muestras positivas y negativas de acuerdo al punto de corte
establecido para la proteina recombinante 12D3 de Babesia bigemina.

8.2 Prueba IFI.

Se evaluaron también las 96 muestras de suero mediante la prueba de IFI
utilizando antigeno crudo derivado del cultivo in vitro de Babesia bigemina, para lo
cual, los resultados positivos y negativos fueron considerados a través de la
observacién indirecta de los parasitos de Babesia bigemina expresandose en una
sefal fluorescente al ser excitado por la luz ultravioleta cuando es reconocido por
Sus respectivos anticuerpos contenidos en las muestras del suero de los bovinos,
todo esto por medio de microscopia de epifluorescencia y con la utilizacién de

controles positivos y negativos como referencia para obtener los resultados tal como
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se mencion6 en la metodologia, los resultados obtenidos para esta prueba se

muestran a continuacion en la grafica 3.

Proporcion de resultados positivos y negativos
en la prueba IFI.

100
80
60
40
20
0
Total de las Positivas Negativas
muestras
96 35 61

Gréfica 3. Muestras positivas y negativas utilizando la prueba IFI.

8.3 Andlisis estadistico.
8.3.1 Sensibilidad y especificidad.

Las caracteristicas de las pruebas de iELISA e IFlI se determinaron por
estadistica descriptiva mediante cuadrados de contingencia de 2x2. El andlisis
estadistico de la prueba de iELISA utilizando como antigeno RAP-1 de Babesia

bigemina indicé tasas de sensibilidad y especificidad mayores al 90% (cuadro 4).

Sensibilidad RAP-1: 34/36*100 = 94.4%.
Especificidad RAP-1: 55/60*100 = 91.6%.
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iELISA

RAP-1 Babesia bigemina
(+) (-) Total
(+) 34 5 39
Verdaderos positivos Falsos positivos
(-) 2 55 57
Falsos negativos Verdaderos negativos
Total 36 60 96

Cuadro 6. Determinacion de sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de Babesia bigemina

en iELISA utilizando como antigeno la proteina recombinante RAP-1.

Para la misma prueba pero con el antigeno 12D3 se establecieron datos en

cuanto a sensibilidad y especificidad de 88.8% y 90% respectivamente (cuadro 5).

Sensibilidad 12D3: 32/36*100 = 88.8%.

Especificidad 12D3: 54/60*100 = 90%.

12D3 Babesia bigemina
(+) (-) Total
) (+) 32 6 38
IELISA Verdaderos positivos Falsos positivos
(-) 4 54 58
Falsos negativos Verdaderos negativos
Total 36 60 96

Cuadro 7. Determinacion de sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de Babesia
bigemina en iELISA utilizando como antigeno la proteina recombinante 12D3.
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En la prueba IFI, con la utilizacion del antigeno crudo de Babesia bigemina,
se obtuvieron datos de sensibilidad de 88.8% y especificidad de 95%, mostrados a

continuacion y en el cuadro 6.

Sensibilidad IFI: 32/36*100 = 88.8%.

Especificidad IFI: 57/60*100 = 95%.

Babesia bigemina

(+) (-) Total
(+) 32 3 35
IFI Verdaderos positivos Falsos positivos
() 4 57 61
Falsos negativos Verdaderos negativos
Total 36 60 96

Cuadro 8. Determinacion de sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de Babesia
bigemina en IFI utilizando el antigeno crudo.

8.3.2 Valores Predictivos.

Ademaés de la sensibilidad y especificidad, se determinaron los valores
predictivos, tanto positivo como negativo, esto con la finalidad de evaluar la validez
de las pruebas iELISA e IFl. Para lo cual, empleando las siguientes formulas se

obtuvieron los siguientes resultados:

Valor predictivo positivo iELISA RAP-1 = 34/39*100 = 87.1%.
Valor predictivo negativo iIELISA RAP-1 = 55/57*100 = 96.4%.
Valor predictivo positivo iIELISA 12D3 = 32/38*100 = 84.2%.

Valor predictivo negativo iELISA 12D3 = 54/58*100 = 93.1%.

54



Valor predictivo positivo IFI = 32/35*100 = 91.4%.

Valor predictivo negativo IFI = 57/61*100 = 93.4%.
8.3.3 Determinacion del indice de concordancia Kappa.

El indice de concordancia kappa (k) obtenido entre la prueba de IFI con
antigeno crudo de Babesia bigemina y el iELISA con el antigeno RAP-1 fue de
0.89 que de acuerdo a los criterios de Landis y Koch se interpreta como un grado
de concordancia casi perfecta (cuadro 7).

IFl (Babesia bigemina)

(+) () Total
(+) 37
iELISA 35 2
RAP-1
( ) ) 59
2 57
Total 37 59 96

Cuadro 9. Tabla de contingencia para la determinacion del indice de concordancia kappa (K)
entre las pruebas de IFI utilizando el antigeno crudo de Babesia bigemina y iELISA utilizando como
antigeno la proteina recombinante RAP-1.

indice kappa (k) = 0.95 - 0.52 / 1- 0.52 = 0.89.

Concordancia observada (Po) = 35 + 57 /96 = 0.95.

Concordancia esperada (Pe) = (37) (37) + (59) (59) / 962 = 0.52.
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Por otro lado, comparando de igual manera a la prueba de IFI pero ahora
con el antigeno 12D3 de Babesia bigemina se obtuvo un indice de concordancia
de 0.91 lo cual corresponde de acuerdo a los criterios establecidos que tiene un

grado de concordancia también de casi perfecta (cuadro 8).

IFI (Babesia bigemina)

(+) (-) Total
(+) 37
iELISA 35 2
12D3
( ) ) 59
1 58
Total 36 60 96

Cuadro 10. Tabla de contingencia para la determinacion del indice de concordancia kappa
(k) entre las pruebas de IFI utilizando el antigeno crudo de Babesia bigemina y iELISA utilizando
como antigeno la proteina recombinante 12D3.

indice kappa (k) = 0.96 - 0.52 / 1- 0.52 = 0.91
Concordancia observada (Po) =35 + 58 /96 = 0.96

Concordancia esperada (Pe) = (37) (36) + (59) (60) / 962 = 0.52
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IX. Discusion.

El alto impacto econémico ocasionado por la enfermedad transmitida por
garrapatas al ganado mas importante en México, la babesiosis bovina, ha llevado a
la busqueda y desarrollo de técnicas serologicas que sean mas efectivas y que
faciliten su diagnostico y control.

El diagndstico seroldgico convencional de la babesiosis bovina en México,
esta basado principalmente en la técnica de IFI por su alta sensibilidad y
especificidad mayor al 90% (Dominguez et al., 1995). Sin embargo, debido a la
inespecificidad de esta prueba por la reaccion cruzada entre animales expuestos a
B. bovis y/o B. bigemina, y a la subjetividad de la misma por parte del analista,
recientemente se han utilizado nuevos métodos como la prueba inmunoenzimética
de iELISA, misma que se realiz6 inicialmente usando antigeno crudo purificado de
sangre infectada; por ejemplo, datos epidemioldgicos realizados en el estado de
Yucatan muestran que la sensibilidad y especificidad de la técnica de IELISA en la
deteccién de anticuerpos a B. bovis fueron de 97% y 93%, respectivamente
(Dominguez et al., 1995). Sin embargo, en esta técnica también se ha observado
reactividad cruzada con proteinas séricas de los animales muestreados, lo que ha
conducido a la investigacidon y busqueda de antigenos recombinantes y anticuerpos
monoclonales para aumentar asi la especificidad y disminuir la unién y sefial
inespecificas. La biotecnologia moderna permite la expresiébn de proteinas
altamente antigénicas, que puedan ser utilizadas como antigenos en la prueba de
ELISA y que permitan evaluar la presencia de anticuerpos anti-Babesia usando un
anticuerpo anti-lgG conjugado con una enzima, generalmente peroxidasa
(Mosqueda et al., 2012). La utilizacion de antigenos recombinantes de B. bovis y B.
bigemina para la prueba de iELISA ya ha sido implementada en algunos estudios
epidemioldgicos cuyas investigaciones muestran datos de sensibilidad y de
especificidad diagnosticas mayores al 90% (Arévalo et al., 2008; Sanchez et al.,
2008; Balbuena et al., 2010; Castafieda et al., 2013).
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En esta investigacion, las tasas de sensibilidad y de especificidad para
IELISA con la utilizacién del antigeno recombinante RAP-1 de B. bigemina se
establecieron en 94.4% y 91.6 % respectivamente. En comparacién con las
caracteristicas ya reportadas también con el antigeno RAP-1 de B. bigemina
(Balbuena et al., 2010), aumento el porcentaje de sensibilidad diagndstica (90% a
94.4%) y disminuy0 el porcentaje de especificidad siendo este de 93.75% a 91.6%.
En cuanto al valor predictivo positivo (VPP) también se increment6 de 84.38 % a
87.1%, mientras que el valor predictivo negativo (VPN) no tuvo una diferencia
significativa pero si un ligero incremento siendo este de 96.1% a 96.4% (Balbuena
et al.,, 2010). Los cambios obtenidos al comparar estas dos investigaciones
posiblemente son atribuibles a que el suero utilizado en la prueba anterior fue: anti-
IgG de bovino conjugado a la enzima fosfatasa alcalina y como sustrato p-
nitrofenilfosfato (Balbuena et al., 2010); en cambio, en este estudio se utilizd suero
anti-lgG de bovino conjugado con peroxidasa de rabano picante y como sustrato
Tetrametil-Bencidina (TMB). Asi como también para este estudio el volumen
utilizado de muestras de suero se redujo de 100 pl a 50 yl en comparacion con lo

que fue descrito anteriormente (Balbuena et al., 2010).

En otro estudio realizado en el afio 2017 donde se mide seroprevalencia de
anticuerpos anti-Babesia spp. en tres hatos bovinos procedentes de Chiapas,
Veracruz y Tamaulipas se evalu6 también la efectividad de la técnica de iIELISA con
la proteina recombinante RAP-1 frente a la técnica de IFl y se reportaron resultados
de sensibilidad del 90% y de especificidad del 98.75% (Castillo et al.,, 2017),
observandose una diferencia significativa comparada con este estudio en cuanto al
aumento de sensibilidad (de 90% a 94.4%) y a la disminucion de la especificidad
diagndstica (de 98.75% a 91.6%), se reportaron también los valores predictivos,
positivo y negativo siendo estos del 96.4% y 96.3%, respectivamente (Castillo et al.,
2017).

Lo que en comparacion con esta investigacion disminuye significativamente
el valor predictivo positivo a 87.1%, mientras que para el valor predictivo negativo

mantiene un ligero aumento a 96.4%. En dicho trabajo se reporté un indice de
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concordancia de 0.44 entre el iELISA con la proteina recombinante RAP-1 vy la
prueba de IFI con el antigeno B. bigemina de cultivo in vitro, lo cual tuvo una fuerza
de concordancia moderada (Castillo et al.,, 2017). En cambio, el indice de
concordancia obtenido para esta investigacion fue de 0.89 también entre el iIELISA
con el antigeno recombinante RAP-1 de B. bigemina y con la prueba de IFI con el
antigeno crudo de cultivo in vitro, lo cual muestra una fuerza de concordancia casi
perfecta de acuerdo también a los criterios de Landis y Koch. Para las
caracteristicas en la prueba IFI, se obtuvieron datos de sensibilidad de 88.8% y
especificidad de 95%, valores superiores a los reportados también por Castillo en el
afio 2017 donde mostraron datos de 73.3% y 81.25% en el mismo orden. Los
valores obtenidos de las dos investigaciones resultan superiores a los ya reportados
(66 % y 76 %) utilizando el antigeno B. bovis derivado también de cultivo in vitro
para la prueba de IFI (Castafieda et al., 2013).

Los cambios obtenidos en estas dos investigaciones son posiblemente
debido a que en el trabajo realizado por Castillo en el afio 2017 para la
sensibilizacion de las placas utilizé una concentracion de proteina RAP-1 de 1.6
pg/ml diluida en buffer de carbonatos, en contraste con este trabajo que se utilizo la
misma proteina pero en concentracion de 0.84 yg/ml también diluida en buffer de
carbonatos, ademas de que en el trabajo anterior se realizé bloqueo de las placas
con 3% de caseina, lo cual difiere al bloqueo realizado en esta investigacion que
fue del 5% también con leche descremada como fuente de caseina, esta proteina
es utilizada por ser naturalmente contenida en el suero de los bovinos y al agregarse
a las placas sensibilizadas bloguea espacios donde no se fijaron correctamente los
antigenos y pudieran unirse los anticuerpos ocasionando en falsos positivos, por lo
tanto, entre mayor concentracion se ocupe de caseina mejores resultados de

verdaderos positivos se obtendran.

Por otro lado, las muestras utilizadas como negativas y positivas en el trabajo
por Castillo fueron 80 y 30 respectivamente y su punto de corte fue calculado con el
promedio de las 80 muestras negativas mas dos desviaciones estandar, lo que

también marca una diferencia con las muestras utilizadas para este trabajo que
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resultan en 60 negativas y 36 positivas y el punto de corte calculado para establecer
los datos fue con base al promedio de tres controles negativos mas tres veces la
desviacién estandar de los mismos, este margen de desviaciones estandar
utilizadas en este trabajo tiene el proposito de analizar a mas del 50% de las

muestras sin aumentar el nimero de falsos positivos.

Para la diferencia de resultados en la prueba IFI, se mantiene similar casi
todo el proceso de la técnica en cuanto a incubaciones y lavados, excepto por la
dilucion de las muestras, que en el trabajo de Castillo fue de 1:100 y en esta
investigacion se realizé una dilucion 1:80, este cambio pudiera ser debido a la
subjetividad de la prueba, ya que se ha determinado la dilucion 6ptima del suero de
acuerdo a la perspectiva y habilidad de cada analizador de identificar muestras

positivas.

Para la proteina 12D3 al estar conservada en distintos aislados de B. bovis y B.
bigemina (Wright et al., 1992), solo se le habian atribuido funciones inmunogénicas
y vacunales en combinacién con otras proteinas recombinantes de Babesia spp. Sin
embargo, estas combinaciones no han proporcionado una proteccion significativa
para los animales desafiados bajo condiciones naturales en zonas de alta
endemicidad para babesiosis bovina (Reyes et al., 2016). Por lo tanto, en esta
investigacién, se realiza mencion de esta proteina con respecto a su valor
diagndstico, demostrando una sensibilidad de 88.8% y una especificidad del 90%
en la prueba de diagndstico serolégico iELISA, mientras que también se obtuvieron
los valores predictivos positivos y negativo establecidos en 84.2% y 93.1%,
respectivamente y la concordancia observada para esta prueba frente a la de
referencia IFI, mediante el indice kappa, resulto en 0.91, lo cual de acuerdo a los
criterios de Landis y Koch se demuestra que al igual que con el uso de la proteina
RAP-1 tienen una fuerza de concordancia casi perfecta.

Los datos obtenidos con anterioridad fueron con el fin de poder evaluar en esta
investigacion de manera correcta una nueva o mejorada prueba diagnostica con el
uso de proteinas recombinantes como antigeno, en este caso, iELISA con RAP-1y
12D3 de Babesia bigemina, por lo tanto, los datos que se obtienen en cuanto a
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sensibilidad diagndstica indican la probabilidad de clasificar correctamente a un
animal enfermo que presente resultado verdaderamente positivo a la enfermedad,;
por otro lado, los datos establecidos de especificidad indican la probabilidad de
clasificar correctamente a un animal sano como verdaderamente negativo a la
enfermedad.

Los valores predictivos positivo y negativo calculados también en esta
investigacién se obtienen para estimar el grado con el que se puede confiar en el
resultado de la prueba diagndstica e indican con que exactitud la prueba detectara
la presencia o ausencia de la enfermedad. El indice de concordancia permitid
establecer datos en cuanto al grado de acuerdo y confiabilidad que tiene esta nueva
prueba implementada o mejorada frente a la prueba de referencia o estandar de
oro, en este caso, entre mayor fue el indice de concordancia, mas precisa es la
IELISA probada con proteinas recombinantes como antigeno en relacién a la prueba
de IFI con el antigeno crudo de B. bigemina para el diagnostico de la babesiosis

bovina.
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X. Conclusioén.

En el presente estudio se demostr6 mediante la prueba de iELISA la
efectividad del uso de la proteina recombinante RAP-1 como antigeno de Babesia
bigemina al ser mas sensible y mas especifica en comparacion con la proteina
recombinante 12D3, esta efectividad es también comprobada con el andlisis
estadistico de los valores predictivos, los cuales demostraron tasas superiores
también con RAP-1 que con 12D3 como antigenos en iELISA. Por otro lado, la
fuerza de concordancia de casi perfecta que se obtuvo al medir la prueba de IELISA
con cualquiera de las dos proteinas como antigenos y frente a la prueba de
referencia estandar de oro IFI también comprueba la hipotesis planteada. Por lo que
se concluye al revelar la validez, confiabilidad y objetividad de la prueba de iELISA
que es sumamente Util para el diagnéstico de la babesiosis bovina con la utilizacién
del antigeno recombinante RAP-1 de Babesia bigemina ademas de resultar mas
practica en la realizacibn de estudios seroepidemiologicos al demostrar la
capacidad de poder probar una cantidad mayor de muestras al mismo tiempo y

eliminar la subjetividad mediante datos estadisticos.
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XIl. Anexos.

12.1 Anexo 1. Preparacion de soluciones.

1. 1 litro de PBS 10x (Solucion amortiguadora de fosfatos) con pH: 7.2.

En 200 mililitros de agua destilada se agrego6 2.62 gramos de fosfato de sodio
monobasico monohidratado (NaH2PO4H20) y 11.50 gramos de fosfato de sodio
difasico anhidrido (NazHPO4) se afor6 a 1000 mililitros y se ajusté el pH para
alcalinizarlo con hidroxido se sodio (NaOH) y para acidificarlo con acido clorhidrico

(HCI), para asi alcanzar un pH: 7.2 y guardar a 4°C.
2. Solucién de PBS 1x, 1 litro.
A 900ml de agua destilada se le agregé 100 mililitros de PBS 10x.
3. 200 mililitros de solucién de lavado PBS-Tween al 0.1 %.
200 ul de Tween 20 por cada 100 ml que se va ocupar, entonces:

A 200 mililitros de PBS 1x se le agregd 400 microlitros (ul) de Tween 20 y se

homogenizo6 lentamente para no ocasionar espuma.
4. 50 mililitros de leche al 5 % como solucion de bloqueo.

A 40 mililitros de PBS-Tween se le agregé 2.5 gramos de leche descremada al 3%,

se homogenizé y se aford a 50 mililitros afiadiendo mas PBS-Tween.
12.2 Anexo 2. Procedimiento de la técnica de iELISA.
1. Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos previamente sensibilizadas

con las proteinas 12D3 y RAP-1 de Babesia bigemina a una concentracion
de 0.84 ug/ml.
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2. A dichas placas se les realizo un lavado con PBS 1x afiadiendo 50ul a cada
pozo y secando vigorosamente sobre toallas de papel.

3. Serealizé un segundo lavado con PBS-Tween agregando 50ul a cada pozo,
y se colocé la placa en el agitador a 150 rpm durante 5 minutos secando
vigorosamente sobre toallas de papel.

4. Se realiz6 un tercer lavado igual al segundo.
Bloqueo

5. Una vez secas las placas, se le agregd a cada pozo 50 ul de solucién de
leche descremada al 5%.

6. Se incubaron las placas por 30 minutos a 37°C.
Lavados

7. Repetir pasos 2, 3y 4.
Adicion de muestras

8. Se agregd 50 pl a cada pozo de los sueros problema diluidos 1:200 en
solucion de PBS 1x filtrado, asi como también se asignaron pozos para
agregar 3 controles positivos, 3 controles negativos, 3 sélo de PBS y 3 mas

de conjugado. Después de eso se incubaron a 37°C durante por 60 minutos.
Lavados
9. Repetir pasos 2, 3y 4.
Adicion de Conjugado

10.Se agregaron 50ul de suero anti-lgG de bovino producido en cabra
conjugado con peroxidasa de rabano en cada pozo diluido 1:10 000 en
solucion PBS 1x filtrado incluyendo controles.

11.Posteriormente se incubaron las placas a 37°C por 30 minutos.
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Lavados
12.Repetir pasos 2, 3y 4.
Adicién de TMB

13. Se agregaron a cada pozo 50l de sustrato TMB incluyendo controles, y se

incubo a 37°C por 30 minutos.
Lecturas

14.Pasados 30 minutos de incubacion se realizé lecturas de las placas en
espectrofotometro a 650 nm de densidad 6ptica.

12.3 Anexo 3. Procedimiento de la técnica IFI.

Antigeno

1. Se utilizaron laminillas con antigenos derivados de cultivo in vitro de B.
bigemina con un porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) de 4%.

2. Se colocaron en perlas de silice para incubar a 37°C por 30 min. para su
secado.

3. Posteriormente, se fijaron en acetona por 10 minutos y se marcaron circulos
con lapiz graso, a cada circulo se le agregaron 5 yl de muestra de suero
diluidas 1:80 asi como un control positivo, un control negativo uno solo de
PBS y otro mas solo de conjugado. Se introdujeron las laminillas en camara

himeda y se incubaron a 37°C durante 30 minutos
Lavados

4. Se colocaron las laminillas en la caja de Coplin con PBS 1x y se llevaron al
agitador por 10 minutos a 110 rpm. Se desecho el liquido en la tarja.
5. Se realizé un segundo lavado, también con PBS, en el agitador a 110 rpm

durante 5 min. Se desechd el liquido en la tarja.
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6. Se realiz6 un tercer lavado con agua destilada en agitador a 110 rpm durante

5 min. Se desechd el liquido en la tarja.
Adicion de segundo anticuerpo marcado

7. Se agregaron 5ul de suero anti - IgG de bovino producido en cabra conjugado
con Alexa flior 488 en una dilucion 1:1800 en PBS 1x filtrado a todos los
circulos marcados.

8. Se incubaron las laminillas en camara hiumeda a 37 °C por 30 min.
Lavados

9. Se cubrié la caja de Coplin con papel aluminio para evitar la exposicion a la
luz.

10. Se repitieron los pasos 4,5y 6.
Lectura
11.Se realizé la observacion por medio de microscopia de epifluorescencia.

12.4. Anexo 4. Punto de corte para iELISA con RAP-1.

Densidades o6pticas de los 3 controles negativos incluidos en la placa como
0.288 | 0.105| 0.298

referencia para la obtencién de resultados:

Promedio de las densidades 6pticas: | 0.230333

Tres veces la desviacion estandar de las tres densidades Opticas de los tres

controles negativos: 0.325971

Suma del promedio de las densidades Opticas de los tres controles negativos
0.556304

mas tres veces la desviacion estandar de los mismos:
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12.5. Anexo 5. Punto de corte para iELISA con 12D3.

Densidades opticas de los 3 controles negativos incluidos en la placa como

referencia para la obtencion de resultados: | 0.277 | 0.101 | 0.352

Promedio de las densidades dpticas: | 0-243333

Tres veces la desviacion estandar de las tres densidades Opticas de los tres
0.386527

controles negativos:

Suma del promedio de las densidades 6pticas de los tres controles negativos

maés tres veces la desviacién estandar de los mismos: | 0-62986

12.6 Anexo 6. Densidades 6pticas de los 96 sueros probados a 650 nm en la
prueba de iELISA con RAP-1.

Gy Mmoo m >
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12.7 Anexo 7. Densidades Opticas de los 96 sueros probados a 650 nm en la
prueba de iELISA con 12D3.

I Mmoo mE

12.8. Anexo 8. Resultados de las 96 muestras de suero probados en la prueba
de IFI.
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