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l. INTRODUCCION

La babesiosis bovina, "Piroplasmosis”, "Fiebre de Texas" o "Fiebre de Garrapatas"
(Meléndez, 1998); es una enfermedad parasitaria febril, transmitida por garrapatas
y causada por uno o mas protozoarios del género Babesia, generalmente se
caracteriza por ocasionar una lisis eritrocitica que conduce a anemia y muerte
(Bravo, 2012).

La babesiosis fue reportada por primera vez en 1888 por Viktor Babes, en
Rumania, quien identifico al parasito tras analizar muestras sanguineas de bovinos
con signos de anemia hemolitica y hemoglobinuria. En 1893 Theobald Smith y
Frederick Kilborne demostraron que la garrapata Boophilus annulatus (ahora
perteneciente al género Rhiphicephalus) era la responsable de trasmitir la

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

En México, se ha identificado la presencia de las dos especies mas importantes
Babesia bovis y Babesia bigemina, siendo la primera, la especie mas patdgena
seguida por B. bigemina la cual presenta una mayor distribucién (Alvarez y Canto,
1985; Vazquez, 2010; OIE, 2014). La transmision de esta enfermedad se da por
medio de un vector el cual es la garrapata Riphicephalus (Boophilus) microplus, la
cual tiene un ciclo biologico de un solo hospedero siendo en ocasiones un
complejo de esta enfermedad (Vazquez, 2010); y de acuerdo con reportes de
SENASICA (2018), se encuentra ampliamente distribuido en zonas tropicales,
subtropicales y templadas del pais, debido a que Babesia requiere de la garrapata
para completar su ciclo de vida, las zonas libres del vector también se consideran
libres de babesiosis. Por lo cual Callow et al. (1997); asi como Bock et al. (2004),
mencionan que en Meéxico la presencia de garrapatas del género R. microplus

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

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

ganaderia se debe a las pérdidas de millones de dolares que causan anualmente



a los ganaderos por los dafios a las pieles a causa de las picaduras, anemia por la
pérdida de sangre y baja produccién de leche y carne. Asi mismo, por ser vectores
de los patdégenos B. bovis y B. bigemina causantes de la piroplasmosis (Brown et
al., 2006a; De la Fuente et al., 2006). Aungue el costo ocasionado por la presencia
de la garrapata y las enfermedades que trasmite como la babesiosis y la
anaplasmosis no ha sido estimado recientemente, en 1975 éstas fueron de
alrededor de 186 millones de ddélares, muchos de los cuales son atribuidos a las

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

Morfolégicamente Babesia bigemina se observa e identifica por un par de
corpusculos en forma de pera unidos en un angulo agudo dentro del eritrocito
maduro. También hay formas redondas que miden entre 2 y 3 micras y aquellas
en forma de pera, que miden entre 4 y 5 micras (Gasque, 2008).

Por su parte, Babesia bovis puede ser identificada como un solo corpusculo,
pequefios corpusculos redondos o como corpusculos pares en forma de pera
unidos en un angulo obtuso dentro del eritrocito maduro. Las formas redondas

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

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

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

El cuadro clinico de un animal infectado con Babesia varia segun la edad del
animal, su estado inmunoldgico y patogenicidad de la cepa del paréasito. Los
bovinos menores a 9 meses en zonas enzodticas generalmente no presentan
signos debido al grado de inmunidad transferida por el calostro, por lo que la
mayoria de los casos clinicos de babesiosis se observan en animales adultos
(Jaramillo, 2016).

En los casos donde se presenta la infeccion con Babesia bovis se caracteriza por
fiebre alta, ataxia, anorexia, shock circulatorio general y, a veces, también signos
nerviosos como resultado del secuestro de eritrocitos infectados en capilares
cerebrales. En una fase mas avanzada de la enfermedad puede aparecer anemia

y hemoglobinuria. Sin en cambio en infecciones por B. bigemina los signos mas
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importantes consisten en fiebre, hemoglobinuria y anemia. En las infecciones por
B. bigemina no se produce secuestro intravascular de eritrocitos infectados (OIE,
2014).

El diagnéstico de la babesiosis en bovinos puede ser relativamente facil cuando
los signos clinicos son evidentes y estan apoyados por el examen microscopico de
frotis sanguineos tefiidos con Giemsa (Mallick et al., 1987). Esta técnica requiere
de mucha practica y conocimiento de la patologia, asi como siempre tener ayuda

del laboratorio para su confirmacion.

Las técnicas para el diagnéstico de la babesiosis son: Las pruebas de
inmunofluorescencia, Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) con
algunas pequefas diferencias en sus valores de sensibilidad y especificidad, tal es

asi, que permiten identificar animales portadores asintomaticos (Alvarez, 1991).



[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se cuenta con un potencial ganadero importante, principalmente en
aquellos estados que se encuentran limitando con el Golfo de México, es por esta
razén que se localizan entre las regiones mas importantes productoras de ganado
bovino, principalmente en produccion extensiva de ganado de carne, debido a la
diversidad climatica con la que se cuenta y la cual llega a favorecer la produccion;
pero asi como también se convierten en zonas de riesgo por presentar de manera

natural algunas enfermedades infecciosas y parasitarias

Las enfermedades parasitarias representan un problema importante en la
ganaderia, debido a las limitantes en salud y rendimiento productivo de los
animales; como lo es el caso de la garrapata Riphicephalus (Boophilus) microplus
la cual se encuentra ampliamente distribuida en regiones ganaderas cercanas a la
zona del Golfo de México, y es vector de los protozoarios Babesia bovis y Babesia
bigemina, agentes causales de la babesiosis o0 piroplasmosis bovina. Esta
enfermedad representa un alto riesgo en las zonas ganaderas tropicales ya que se
llega a presentar de manera clinica la enfermedad, principalmente en animales
adultos, ocasionando pérdidas productivas (pérdida de peso y disminucién de la
produccion lactea) y econémicas (costos por tratamiento de animales enfermos y
en ocasiones muerte de los mismos), asi como una limitante en la importacién de

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

Por lo antes mencionado, es necesario el diagnostico de la enfermedad mediante
pruebas que permitan conocer la situacion epidemiolégica en zonas consideradas
como de riesgo, es asi que por varios afios se ha realizado investigacion sobre la
babesiosis bovina por medio del diagnostico inmunolégico empleando pruebas
serologicas, como lo son; Inmunofluorescencia indirecta (IFl), técnica que se
caracteriza por la sensibilidad y especificidad que presenta, pero la cual se puede
llegar a ver afectada, ya que dependera de la experiencia e interpretacion por
parte del personal que la realice, de igual manera por el tiempo de realizacion y la

cantidad de muestras que pueden llegar a ser analizadas; por lo tanto, se ha
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realizado la comparacion con el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), esto debido a
que permite analizar un mayor niumero de muestras, la interpretacion se realiza
por medio de la medicion de densidad éptica en un espectrofotometro; en la que
se basa para establecer un punto de corte de tal forma que los resultados son
considerados positivos 0 en su caso negativos, para poder determinar los datos

epidemioldgicos y su representacion.

Es asi que la deteccion temprana de la enfermedad seria un elemento esencial
para el control de la babesiosis. Para ello se requiere de métodos mejorados en el
diagnéstico que permitan evaluar de forma eficiente el estado inmunoldgico
(deteccion de anticuerpos) de los animales, métodos en los que se han empleado
antigenos recombinantes de la superficie del merozoito de B. bovis y asi evaluar la
condicion epidemiolédgica de la zona en la que se encuentran, del mismo modo se
debe indagar sobre como el ganado puede ser protegido contra estos agentes

patdgenos para lograr un éptimo rendimiento.



[1l. JUSTIFICACION

La ganaderia es una de las principales actividades productivas en México, se
puede tener ganaderia extensiva, intensiva y de autoconsumo, las cuales se
pueden encontrar en tres regiones: 1) arida y semi-arida; 2) templada, y 3) trépico
hamedo, sub humedo y seco. En esta ultima, se aprovecha el buen potencial que
se tiene para la produccion de plantas forrajeras (debido a las caracteristicas
ecolégicas de la zona) en areas no arables que dificulta su uso para cultivos
agricolas béasicos. Pero también favorece la presencia de ectoparasitos siendo los
principales parasitos que causan problemas en los bovinos.

La garrapata R. (Boophilus) microplus representa a los ectoparasitos de mayor
importancia econdmica y sanitaria en México, ya que, ocasiona afio con afio
grandes pérdidas en explotaciones ganaderas, asi como la transmision de agentes
infecciosos causantes de la babesiosis bovina (Babesia bigemina y Babesia
bovis), los cuales pueden ocasionar la muerte del ganado, por ende el diagndstico
de la babesiosis es un instrumento importante para la prevencion y/o control, asi
como el manejo de la enfermedad, con base en esto es necesario realizar
investigacion cientifica para la elaboracién de programas sobre el control de la
enfermedad, y se tiene la necesidad de mejorar los métodos de diagndstico, para
ello las investigaciones se deberan centrar en el desarrollo de técnicas
diagnésticas sensibles y especificas. En tal sentido, esta blusqueda se ha dirigido
a las proteinas de membrana de merozoitos y esporozoitos, las cuales son
capaces de inducir una respuesta inmune especifica ya que sueros de animales

inmunes inoculados con proteina MSA-1 reconocen los antigenos de superficie.



IV. MARCO TEORICO

4.1 El género Babesia

Babesia bovis pertenece:

Reino Protista
Subreino Protozoa
Filo Apicomplexa
Clase Sporozoa
Subclase Piroplasmia
Orden Piroplasmida
Suborden piroplasmorina
Familia babesiidae
Género Babesia.
Especie Babesia bovis

(Levine, 1971).

4.1.1 Morfologia

4.1.1.1 Babesia bigemina

Caracteristicamente se observa y se identifica por un par de corpusculos en forma
de pera unidos en un angulo agudo dentro del eritrocito maduro. También hay
formas redondas que miden entre 2 y 3 micras y aquellas en forma de pera o

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

4.1.1.2 Babesia bovis

Esta tipicamente identificada como un sélo corplsculo, como pequefios

corpusculos redondos o como corpusculos en pares en forma de pera unidos en



angulo obtuso dentro de un eritrocito maduro. Las formas redondas miden de 1 a

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

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

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

4.2 Ciclo bioldgico

Babesia bovis asi como Babesia bigemina presentan formas evolutivas diferentes
tanto en el hospedador definitivo (bovino) como en el hospedador intermediario 0
vector (garrapata) (Bravo, 2012). El bovino se infecta tras la mordedura de la
garrapata por la inoculacion de esporozoitos de Babesia bovis y/o Babesia
bigemina con la saliva (Vasco, 2013).

4.2.1 Ciclo biolégico de Babesia bigemina y Babesia bovis

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

garrapata y una etapa asexual en los eritrocitos del bovino.

La etapa sexual se inicia en el intestino de las hembras de R. microplus después
de la ingestién de sangre de bovinos portadores de B. bovis y/o B. bigemina. Las
condiciones propias del intestino medio de la garrapata estimulan la produccién de
dos poblaciones de células denominadas cuerpos radiados o "Strahlenkorper"”
derivadas de los gametocitos diferenciados en los eritrocitos del bovino. Los
cuerpos radiados se multiplican formando fragmentos multinucleados, vy
posteriormente se fragmentan en unidades haploides que se fusionan en pares
(singamia) para formar cigotos, proceso que incluye una division meidtica. Cada
cigoto se multiplica en las células digestivas y luego en las células basofilicas,

para generar los kinetos, proceso conocido como esporogonia. Los kinetos se



liberan en la hemolinfa desde donde invaden células de diferentes érganos,
incluidos los ovarios, en los que se producen sucesivos ciclos de esporogonia
secundaria. La invasion de los ovarios permite la transmision transovarica del

parasito a la préxima generacion de garrapatas (Mackenstedt et al., 1995).

El esporozoito, estadio infectante madura en las glandulas salivales de la
garrapata R. (Boophilus) microplus; B. bovis, llega a ser infeccioso dos a tres dias
posteriores que las larvas se prenden al bovino, sin en cambio B. bigemina, puede
ser infeccioso nueve dias después de que las larvas han infestado al bovino,
momento en el que alcanza su etapa de ninfa y continla en su etapa adulta
(Antonio, 2013). Los esporozoitos son inoculados directamente al torrente
sanguineo a través del hipostoma de la garrapata y transportados por la saliva
(Hodgson, 1992).

De acuerdo con Hernandez et al. (2010), solo el estadio larval de la garrapata R.
microplus puede transmitir B. bovis, en estadio de ninfa se pierde esta capacidad,

a pesar de mantener la infeccion.

Cada esporozoito infecta un eritrocito a través de un mecanismo que incluye la
seleccién del eritrocito, adherencia, reorientacion e invasion. Esta ultima depende
de la integridad del complejo apical, y se encuentra situado en el extremo agudo
de las formas invasivas del parasito, el cual incluye organelos llamados roptrias y
micronemas, que se abren en la parte anterior de la célula y secretan adhesinas
gue permiten al parasito la adherencia al eritrocito, la modificacion de su
membrana plasmatica y la rapida invasion dentro de una vacuola parasitéfora que
se desintegra antes de la divisibn del trofozoito. Esta nueva forma sin los
organelos del complejo apical, inicia el estadio de merogonia caracterizado por la
division binaria, asexual, la que finaliza con la formacién de dos nuevas formas

invasivas denominadas merozoitos (Figura 1.) (Young y Morzaria, 1986).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Babesia bovis (Modificado de Chauvin et al.,
2009).

4.3 Mecanismo de invasion al eritrocito

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

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

eritrocito, los cuales son los siguientes:

1. Ataque
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Reorientacion y deformacion del eritrocito
Formacion de unidn estrecha merozoito-eritrocito

Invasion

o bk~ w0 N

Internalizacion
1. Ataque

La interaccion inicial entre merozoito y eritrocito probablemente se trate de una
colision al azar, el cual involucra interacciones irreversibles entre proteinas de la
superficie del parasito y del eritrocito hospedador. Mediante ensayos bioquimicos
se ha llevado a cabo la identificacion de al menos dos miembros de la familia de
antigenos variables de la superficie del merozoito (VMSA) de B. bovis,
denominados MSA-1 y MSA-2, los cuales se encuentran involucrados en la

interaccion inicial entre parasito al eritrocito (Gohil et al., 2010).
2. Reorientacion y deformacion del eritrocito

Posterior a la union al eritrocito, el parasito se reorienta de tal manera que la
porcion apical es yuxtapuesta a la membrana del eritrocito. Esta reorientacion
coincide con una deformacion transitoria del eritrocito. El contenido de la porcién
apical es expulsado cuando el parasito invade, lo que no ocurre cuando el proceso
invasivo es bloqueado por anticuerpos anti MSA-1 y MSA-2 de B. bovis, lo cual
indica que la porcion apical cumple un rol en el proceso de invasion (Sam-Yellowe,
1996).

Gohil et al. (2010), propusieron que en B. bovis los cuerpos esféricos cumplen una
funcién similar a los granulos densos de Toxoplasma gondii los cuales descargan
su contenido, en base a esto se ven implicados en la modificacién de la célula

hospedadora.
3. Formacién de unién estrecha merozoito-eritrocito

Después de la reorientacion del merozoito y la descarga de los micronemas se
forma una estrecha unién entre el parasito y la célula hospedadora. Posiblemente

proteinas del micronema son importantes para la formacion de la union. Entre las
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proteinas localizadas en los micronemas se encuentran AMAL (apical membrane
antigen) y TRAP (thrombospondin-related adhesive protein) en Plasmodium y
Babesia (Aikawa et al., 1992; Morrissette y Sibley, 2002; Allred, 2003; Gaffar et al.,
2004; Gohil et al., 2010). El hecho interesante en el caso de la proteina AMAL es
que reconoce residuos de acido siadlico de la glicoforina, lo cual indica que
probablemente esta involucrada en interacciones ligando-receptor con proteinas
expuestas en la superficie del eritrocito (Reed et al., 2000; Morrissetts y Sibley,
2002).

4y 5. Invasion e internalizacion

Proteinas presentes en la membrana del eritrocito son redistribuidas al momento
de la unién, de manera tal que el area de contacto sobre la membrana del
eritrocito esté libre de proteinas. Cuando la incipiente vacuola parasitofora esta
siendo formada, la union parasito-hospedador al inicio posee forma de anillo, y el
parasito parece moverse a través de estas estructuras anulares durante la
expansion de la membrana vacuolar parasitofora (PVM). Las citocalasinas inhiben
la entrada del merozoito, pero no el ataque o adhesién. Por medio de esta
inhibicién se sugiere que las fuerzas requeridas para la invasion del parasito estan
basadas en elementos del citoesqueleto tales como actina y miosina. La
capacidad de la miosina para generar fuerza motriz esta bien caracterizada (por
ejemplo, en la contraccion muscular). Una Unica miosina de Apicomplexa ha sido
identificada sobre la membrana plasmatica de Plasmodium y Babesia (Pinder et
al., 2000; Morrissette y Sibley, 2002; Hettmann et al., 2000; Yokoyama et al.,
2006).

El motor de miosina, presuntamente asociado con la porcién citoplasmatica del
ligando del parasito, puede moverse a través de los filamentos de actina dentro del
parasito y desplazar el complejo ligando transmembranal/receptor a través de la
bicapa lipidica hacia la region posterior del parasito. El movimiento de la union tipo
anillo entre parasito y hospedador hacia atrds del merozoito resulta en una

internalizacién del parasito.
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Una vez que el parasito ha entrado completamente, las uniones desapareceran y
la respectiva membrana vacuolar parasitofora se fusionara con la membrana del
eritrocito. El cuerpo ya separado indica que el proceso de invasion se ha

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

VMSAs
Molécula de union a la heparina

1) Ataque

2) Re-orientacion

3) Union estrecha

Proteina asociada a
roptrias (RAP-1)
Proteina adhesiva
relacionada con la
trombospondina (TRAP)
Antigeno de membrana
apical (AMA-1)

5) Internalizacion

4) Invasion
Proteinas de los
cuerpos esfericos

(SBPs)

Figura 2. Representacion del reconocimiento e invasion de eritrocitos por merozoitos de
Babesia bovis Adaptado de Yokoyama et al. (2006).
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4.4 Patogenia

En la babesiosis se pueden desarrollar diferentes tipos de acciones patdgenas,
tales como: accion mecanica (ruptura de glébulos rojos); accion toxica (liberacion y
excrecion como resultado del metabolismo de los zoitos), demostrada a nivel del
Sistema Nervioso Central (SNC) y accién expoliadora en cuanto compite por
determinadas sustancias del organismo hospedador (hemoglobina) (Navarrete et
al., 1999).

El ganado infectado con B. bovis, presenta fiebre alta (41°C a 41.5°C), marcada
depresion, anemia y en casos severos un sindrome cerebral caracterizado por
lesiones neuroldgicas, combinado con inflamacion generalizada, no especifica,;
trastornos de la coagulacion y estasis de los eritrocitos en los capilares; en cambio
infecciones con B. bigemina, los efectos patogénicos se relacionan mas con la

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

Segun Mahoney (1977), se tienen dos eventos importantes en la patogenia de la
babesiosis: en primer lugar, se tiene la liberacibn de substancias
farmacol6gicamente activas que producen un choque, y en segundo lugar la

anemia.
Liberacion de substancias farmacolégicamente activas

Las alteraciones clinicas se hacen presentes pronto en el curso de la infeccion
incluso antes de poder detectar los anticuerpos. Este fendmeno se acentla en
animales esplenectomizados e inoculados por via intravenosa, en los cuales se
presenta un periodo de incubacion aproximado de tres a cuatro dias, indicando
gue el complejo antigeno anticuerpo no es el responsable de los signos clinicos,
pero puede contribuir a ello. Con base en esto, se sugiere que substancias
liberadas por Babesia que tengan actividad farmacologica o sean capaces de
activar mecanismos fisioldgicos que liberen substancias farmacol6gicamente

activas, sean las responsables de ocasionar el choque terminal.

14



En un estudio realizado por Wright y Mahoney (1974), en el cual se observo la
actividad de la calicreina en plasma de bovinos esplenectomizados e infectados
con B. argentina (ahora B. bovis). Estos autores reportaron que la velocidad de
conversion de calicreindbgeno a calicreina aumentd uno a dos dias antes de la
presencia de los parasitos en sangre periférica; se considera que la calicreina
desempeiia un papel importante en el choque terminal que se observa en la

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

4.5 Signos Clinicos

El cuadro clinico de un animal infectado con Babesia varia segun la edad del
animal, su estado nutricional e inmunoldgico y la patogenicidad de la cepa del
pardsito. Los bovinos menores a 9 meses generalmente no presentan sintomas
debido al grado de inmunidad transferida por el calostro, por lo que la mayoria de
los casos clinicos de babesiosis se observan en animales adultos (Jaramillo,
2016).

Las infecciones por Babesia bovis se caracterizan por fiebre alta que va
acompafnada por decaimiento general, anorexia, shock circulatorio general y en
ocasiones, también signos nerviosos como resultado del secuestro de eritrocitos
infectados en capilares cerebrales. Puede aparecer anemia y hemoglobinuria en
una fase mas avanzada de la enfermedad. En las infecciones por B. bigemina, los
signos mas importantes consisten en fiebre, hemoglobinuria y anemia y no se

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

Las alteraciones clinicas que se observan en animales con parasitemias bajas,
probablemente no sean provocadas por la destruccién de los eritrocitos debido a
la entrada y salida de Babesia, sino a través de la activacion de mecanismos
fisiolégicos del hospedador que provocan una inflamacion generalizada y un
choque (Morilla, 1981).
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4.6 Epidemiologia

Las especies de Babesia asociadas a la infeccion de ganado bovino son Babesia
bovis y Babesia bigemina (Vieira y Sastre, 2007; Oliveira et al., 2008); y su
transmision se encuentra relacionada con la presencia de la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus y las condiciones climéticas y ecologicas,
caracteristicas de las zonas tropicales y subtropicales que determinan su
reproduccion y supervivencia (Figura 3.) (Guglielmone, 1995; Nari, 1995;
Meléndez, 1998; Reggasa et al., 2003).
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CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
GARRAPATA Boophilus spp.
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160 proceso de

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

Epidemiologicamente se reconocen a la Babesiosis y a la Babesiasis como
términos para definir la manifestacion, en un sitio determinado, de las infecciones
del ganado con alguna especie de Babesia. Es asi como el término Babesiosis
hace referencia a casos de enfermedad clinica en poblaciones de individuos
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susceptibles; y el termino Babesiasis se aplica en zonas enzoodticas y esta
relacionado con la existencia de infecciones subclinicas, ya sea en animales
recuperados de la enfermedad o en animales jovenes con un estatus inmune que
les permite no ceder a la infeccion (Ristic, 1981; Garcia, 1989; Solis, 1991,
Ramirez, 1993).

En la categorizacion perteneciente a la Babesiasis se considera un objetivo
deseable y principal apoyar el concepto de estabilidad enzodética, término en el
cual se caracterizan las zonas donde se presenta un equilibrio entre el nimero de
vectores, la tasa de inoculacién del agente y la calidad de respuesta del sistema
inmune del bovino, cuya consecuencia es la manifestacion de una inmunidad de
hato y ausencia de problemas clinicos. Bajo estas circunstancias, la infeccion de
los animales en una edad donde todavia poseen inmunidad pasiva suficiente para
resistir la enfermedad, es un elemento clave (McCosker, 1981; Ristic, 1981,
Garcia, 1989; Brown et al., 1990; Solis, 1991).

La transmision de la babesiosis bovina se encuentra determinada por la
coexistencia de la triada epidemiologica, vector-parasito-hospedador (Figura 4) y
esta condicionada por la presencia de factores bidticos y abiéticos que afectan la
transmision (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003; Jonsson et al., 2008). En las
zonas enzoodticas, la dinamica de transmision puede llegar a un estado de
equilibrio entre el proceso infeccioso y la adquisicion de inmunidad por parte de los
hospedadores bovinos, estado epidemiolégico conocido como estabilidad
enzodtica (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003; Jonsson et al., 2008). En esta
condicion, los hospedadores bovinos se infectan con el protozoario a una edad
temprana, en la cual no manifiestan signos clinicos, ya que cuentan con una
inmunidad pasiva transferida desde la madre, que perdura aproximadamente
hasta los 9 meses de edad (Carrique et al., 2000; Regassa et al., 2003). A partir
de esta edad se desarrolla una inmunidad adquirida condicionada por la constante
inoculacién de parasitos, lo cual permitira que el reto inmunolégico permanente
garantice a los hospedadores la ausencia de signos de la enfermedad (Betancourt,
1996; Jonsson et al., 2008).
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Hospedador

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Babesia bovis)

Figura 4. Coexistencia de la triada en babesiosis bovina. Adaptado de Meléndez (1998).

Cuando se interrumpe el equilibrio en la transmision, conlleva a presentarse una
inestabilidad enzodtica, la cual es una situacion donde los animales no se infectan
hasta posterior a un tiempo de su nacimiento a pesar de estar expuestos al vector
y parasito, por ende, no desarrollan una inmunidad contra Babesia. Es asi que se
presentan brotes epizooticos lo que implica la manifestacion de signos clinicos de
la enfermedad, asi como disminucién en la produccion lactea y carnica, postracion
de los animales y finalmente llegar a la muerte de ganado; adicionalmente se
presenta un incremento en los costos de manejo del sistema de produccién por
efecto de tratamientos farmacologicos, atencion médico veterinaria y control de

vectores (Blood, 2002; Ogden et al., 2005; Jonsson et al., 2008); Por lo que una

18



estrategia adecuada es la vacunacion, empleando la vacuna bivalente viva
atenuada (No disponible comercialmente) derivada de cultivo in vitro (conteniendo
Babesia bovis-Babesia bigemina), la cual es capaz de inducir una respuesta
inmune solida para proteger a los animales de granjas ubicadas en zonas
tropicales, ya que la proteccion conferida por la vacunacion fue de alrededor de un
93 %; por ende se propone el uso de la vacuna no solo en aquel ganado
proveniente de zonas libres de babesiosis, sino también en el ganado que se
encuentra en areas hiperendémicas (Ojeda et al., 2010).

Para la determinacion de zonas estables o inestables para babesiosis bovina se
ha utilizado como indicador epidemioldgico, la medicién de anticuerpos tipo IgG
totales, especificos para las especies de Babesia en bovinos entre 3 y 9 meses de
edad (Benavides, 1992; Regassa et al., 2003). Asi, una zona presenta una
estabilidad enzodtica para babesiosis bovina cuando el 75% o mas de los bovinos
entre 3 y 9 meses de edad son serorreactivos para Babesia (Vizcaino, 1983;
Quijano, 1996).

4.7 Inmunologia

Las respuestas inmunitarias humoral y celular estan involucradas en la inmunidad
presente en la babesiosis. En la infeccion primaria cuando la infecciéon por medio
de la garrapata ocurre, los esporozoitos estan libres en plasma en el flujo
sanguineo por un periodo corto; en esta etapa las inmunoglobulinas G (IgG’s)
pueden prevenir la infeccibn y neutralizar los esporozoitos después de haber
invadido las células blanco (eritrocitos). Un nuevo estado comienza cuando las
babesias establecen la infeccion intraeritrocitica. Durante esta etapa la parasitemia
se puede agudizar y las células de la respuesta inmunitaria innata son
responsables de controlar el crecimiento del parasito y evitar la extension de la
parasitemia. En la ausencia de macrofagos y células NK, se desarrolla una

parasitemia alta en periodo corto, la inhibicion es probablemente consumada por
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la produccién de factores solubles como el Interferon gamma (IFN-y), por células
NK y Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), 6xido nitrico (NO) y especies

reactivas del oxigeno (ROS) por macrofagos (Homer et al., 2000).

Los mecanismos inmunitarios se dirigen contra los eritrocitos infectados con B.
bovis o contra los merozoitos libres. El papel de la respuesta celular en la
proteccion contra el parasito se demuestra por la alta susceptibilidad de los
animales esplenectomizados a la infeccion por babesia. Ademas, las respuestas
inmunitarias llevaron a la aparicion de formas intracelulares de "crisis" (Callow y
Dalgliesh, 1982; Gray et al., 1985). El desarrollo de estos parasitos degenerantes
parece ser causado mas por las respuestas inmunes celulares que por las
respuestas inmunes humorales (Zintl et al., 2005). Durante la infeccién aguda con
B. bovis, la respuesta inmune innata parece ser esencial y requiere la produccién
de interleucina-12 (IL12) e interleucinal8 (IL18). Estos estimulan las células
asesinas naturales (NK) para producir altos niveles de interferon gamma (IFN-y)
(Garcia et al.,, 2004; Goff et al.,, 2006; Shoda et al., 2000); que inducen la
produccion de oxido nitrico (NO) por los macrofagos (Goff et al., 2006). Durante la
infeccion crénica, la lisis de los glébulos rojos infectados (iIRBC) también esta
mediada principalmente por el NO producido por los macrofagos esplénicos
activados por IFN-y y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Este mecanismo
es entonces regulado por las citoquinas tipo 1 y es inhibido por la interleucina-4
(IL4) y la interleucina-10 (IL10) (Goff et al., 2001; Goff et al., 2002). La respuesta
inmune humoral no permite la eliminacién del parasito, pero varios mecanismos
ayudan a controlar la parasitemia (Brown, 2001): citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) mediada por IgG1, descrita in vitro por Goff et al. (1984),
opsonizacion mediada por 1IgG2, neutralizacion de la adherencia de los merozoitos
libres a RBC y de la citoadherencia de iRBC a células endoteliales (Brown et al.
2006b) y activacion del complemento mediado por IgG1 e IgG2 (Brown y Palmer,
1999).
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La evolucion de la infeccion aguda depende del momento y la ubicacion de la
produccion de las citocinas inflamatorias de tipo 1 y de las cantidades producidas.
Una comparacién de la respuesta inmune de los terneros y el ganado adulto
contra B. bovis mostré que la respuesta innata solo es protectora si el IFN-y y la
IL12 se producen antes, de la produccion de IL10. Cuando se producen al mismo
tiempo IL10, IL12 e IFN-y, la respuesta de tipo 1 y la producciéon de NO en el bazo
se retrasan o disminuyen, lo que permite la expresion de la enfermedad (Goff et
al., 2001). Por el contrario, durante la infecciébn croénica, el nivel bajo de
persistencia del parasito requiere la activacion de la respuesta inmune adaptativa:
los linfocitos ThO y Thl activan la produccién de IgG, en particular los mecanismos
de lisis opsonizantes de 1gG2 e iRBC mediados por macréfagos y NO (Brown,
2001).

Durante el primer paso de la invasion a los eritrocitos, el merozoito de Babesia usa
moléculas localizadas en la superficie de la membrana del parasito para unirse a
la célula hospedera. En el caso de Babesia bovis la superficie de los merozoitos
posee al menos cinco proteinas que pertenecen a la familia de los antigenos
variables de la superficie del merozoito (VMSA). El antigeno 1 de superficie del
merozoito (MSA-1) y antigeno 2 de superficie del merozoito (MSA-2) estan
localizados en la superficie de ambos merozoitos derivados del esporozoito de la
garrapata. Notablemente los anticuerpos contra MSA-1 inhiben la adhesién de los
esporozoitos al eritrocito in vitro, asi mismo bloquea la invasion del merozoito. Los
esporozoitos y merozoitos de Babesia bovis invaden la misma célula blanco, el
eritrocito; esto ha sugerido que las superficies de sus membranas son similares y
usan las mismas moléculas para atacar e invadir a los eritrocitos. Las RAP-1
(proteina asociada a roptria), son responsables de la patogenicidad de
protozoarios como Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria y Babesia, son el blanco
para desarrollar vacunas. RAP-1 es un antigeno immunodominante para los
linfocitos T y es reconocido por los LcT CD4+ de memoria (Clawson et al., 2002;
Norimine et al., 2002; Matsuo et al., 2005).
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En cepas virulentas de B. bovis, se liberan solo dos proteasas, algunas han
mostrado ser quimiotacticas para leucocitos polimorfonucleares, y por razones aun
no determinadas, parecen tener especificidad por los capilares del pulmén y
posiblemente del cerebro causando el secuestro de los eritrocitos y neutrofilos y

consecuentemente anoxia (Aguilar et al., 2009).

En las infecciones con B. bovis los parésitos inducen cambios en la membrana y la
trombospondina (TPS) una proteina derivada de varias células incluyendo células
endoteliales y trombocitos, se ha observado que esté directamente involucrada en
la citoadherencia. Estas glicoproteinas no solo se unen a los trombocitos y
superficie de células endoteliales sino también a heparina, fibronectina y colageno
(Timms et al., 1990).

Cuando los eritrocitos son secuestrados, empiezan a producirse citocinas pro
inflamatorias como el TFN y la Interleucina-1 (IL-1) estas aumentan la expresion
de moléculas de adherencia en la superficie del endotelio vascular, incluyendo
ICAM (molécula de adhesion intracelular) VCAM (molécula de adhesion a la célula
vascular) y P-selectin (expresada en endotelio vascular y plaquetas), e inducen
generacion del oxido nitrico. El oOxido nitrico tiene efectos homeostaticos y
patogénicos. Puede inhibir la respiracion mitocondrial y la bomba de Na+/K+ lo
cual puede causar la deformidad del eritrocito y la muerte del parasito. La
activacion inmunoldgica intensa crea un entorno inflamatorio que promueve el
secuestro del eritrocito, hipoglucemia, acidosis metabdlica, coagulopatias y
trombocitopenia. El resultado final es una patologia similar en el cerebro, pulmén,

rifidn y otros érganos (Krause et al., 2007).

Las formas respiratorias y cerebrales de esta enfermedad son resultado del
secuestro de los eritrocitos en capilares, una consecuencia de la sobreproduccién
de 6xido nitrico (NO) y las citocinas inflamatorias TNF-a e IFN-y en respuesta a la
infeccion. Se ha propuesto que la resolucion de la infeccion aguda en becerros
infectados con B. bovis con una cepa virulenta, depende de una sélida respuesta
inmunitaria innata en el bazo que causa la activacién de macréfagos via IFN-y y

productos derivados del parasito, que da por resultado la aniquilacion de los
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organismos por fagocitosis y produccion de metabolitos toxicos del macrofago,
incluyendo NO (McCormick et al., 2000).

4.8 Diagnéstico

4.8.1 Diagnostico de laboratorio

En la actualidad, se dispone de numerosos méetodos como: los microscépicos,
serologicos y moleculares para el diagndstico de la babesiosis. Los primeros
identifican directamente los hemoparasitos en las muestras clinicas; los segundos,
detectan la respuesta humoral especifica, mientras que las pruebas moleculares

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

Como se ha mencionado anteriormente existen métodos microscopicos Yy
moleculares los cuales son considerados métodos directos y métodos serolégicos

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

Debido a que los glébulos rojos parasitados quedan retenidos en los capilares
razon por la cual la mejor muestra es sangre capilar; sin embargo, en casos de
infeccion por B. bovis debido a la multiplicacion en los capilares cerebrales el
porcentaje de falsos negativos en los frotis de sangre aumenta. Como los glébulos
rojos parasitados se concentran en la red capilar y la fragilidad aumenta
considerablemente, se recomienda realizar frotis de sangre periférica tomada por
puncién capilar. Muestras con mas de cuatro horas de colectadas pueden generar

falsos negativos (Cotrino et al., 2007).

La toma de una muestra sanguinea de calidad, venosa (yugular o coccigea) o
capilar (oreja, punta de la cola) es crucial para iniciar el diagndstico de laboratorio
de infecciones por Babesia (Chatel et al., 1999). B. bovis a diferencia de B.
bigemina es escaso en sangre periférica y se ubica de preferencia en capilares de

organos como el cerebro, rifidn, higado y bazo (Tananyutthawongese et al., 1999).
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4.8.1.1 Métodos directos

e Frotis sanguineo

Se define como frotis a la preparacion microscopica delgada y transparente,
extendida entre dos cristales (porta o cubreobjetos), obtenida de un liquido
organico espeso o tejido semiliquido o pastoso (sangre, aspirados, secreciones,
exudados, etc.). El estudio e interpretacion del frotis de sangre periférica
representa la extension morfologica del estado de los elementos celulares de la
sangre. Constituye un examen rutinario que cuando es debidamente interpretado
por el observador tiene una enorme utilidad diagndstica para el médico y puede
considerarse el paso mas importante en la identificacion del mecanismo

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

La presencia de B. bovis y B. bigemina en la sangre de los bovinos puede ser
detectada por observacion al microscopio Optico de extendidos finos de sangre
periférica coloreados con la tincion de Giemsa. En estos preparados, los eritrocitos
infectados contienen distintas formas del parasito, las formas simples ovaladas
(merozoitos), las formas de anillo (trofozoito) y las formas pares (merozoitos)

luego de la division celular (Petrigh, 2010).

Los frotis gruesos son Utiles en la deteccion de pequefas cantidades de parasitos,
pues se analiza una cantidad diez veces mayor que en el frotis fino; sin embargo,
la identificacion de especies se realiza de mejor manera con frotis finos, se puede
identificar bajo un microscopio con el lente de inmersiébn (100X), donde se
observan todos los estadios divisionales del parasito. La sensibilidad es de un
parasito por cada 106 glébulos rojos; sin embargo, esto depende en gran medida
de la parasitemia que se presente en el momento de realizacion del diagnostico
(Vasco, 2013).
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e Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una reaccidon enzimatica in vitro
que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios
ciclos repetidos en los que la secuencia blanco, es copiada fielmente (Tamay,
2013).

La PCR descrita por Mullis en 1983, supuso un gran avance para la
universalizacion de las técnicas moleculares (Lejona et al., 2006). EI método
posee caracteristicas especiales de sensibilidad, especificidad, versatilidad,
rapidez y accesibilidad que la hacen util en identificacion y diagnostico. Es
eficiente en la deteccion de un patdgeno a nivel de subgénero, identificacion de la
especie, complejo o serotipo del organismo presente en una muestra determinada

y en la identificacién individual (Afiez et al., 2007).

Los ensayos de PCR multiple en el campo veterinario, inicialmente fueron
descritos para B. bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale (Figueroa et al.,
1993). En esta técnica, la eficiencia de numerosos juegos de iniciadores (primers)
desarrollados depende en gran medida del uso de secuencias conservadas (Lew y
Jorgensen, 2005; Adham et al.,, 2009). Entre los protocolos mdultiples para el
diagnéstico simultaneo de infecciones mixtas que incluyan a Babesia, se citan la
deteccion en bovinos de A. marginale, Trypanosoma evansi, B. bovis, B. bigemina
y Theileria sp. siendo de gran ayuda en estudios epidemiol6gicos, ya que permite
la disminucion en el requerimiento de costos, tiempo y personal

(Tananyutthawongese et al., 1999).

De acuerdo con Figueroa et al. (1993), los primers BilA/BilB y BoF/BoR disefiados
y ensayados a nivel de campo han evidenciado una alta prevalencia de bovinos
infectados con B. bigemina y B. bovis, asi como la identificacion de infecciones
subclinicas y cronicas. Este mismo juego de primers asi como otros sintetizados a
partir de diferentes regiones del parasito han sido utilizados para el diagnostico de

infecciones en el vector R. microplus contribuyendo al mejor entendimiento de la
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verdadera epidemiologia de la infeccion (Oliveira-Sequeira et al., 2005; Quintao-
Silva et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Ogo et al., 2012).

Pese a lo anteriormente sefialado, en el diagnéstico de estos agentes, la
tecnologia nPCR (nested PCR o PCR anidado) pareciera ser de mayor valia
(Oliveira et al., 2008; Cantu et al., 2009) y la mayor prevalencia en algunas areas
geograficas se justificaria por la mayor sensibilidad de esta variante en
comparaciéon a PCR convencionales o mPCR (multiplex PCR o PCR multiple)
(Martins et al., 2010; Awad et al., 2011). En tal sentido utilizando juegos de primers
especificos a nivel de especie sintetizados para ampliar la regidn espaciadora
interna transcrita (ITS), ha permitido detectar prevalencias de 21% y 12%
respectivamente para B. bigemina y B. bovis con 6,5% de infeccion mixta en el
norte de Tailandia (Cao et al., 2012).

4.8.1.2 Métodos indirectos

Los métodos indirectos son aquellos que permiten la deteccion de anticuerpos
especificos circulantes, para la identificacion de bovinos portadores asintomaticos
y reservorios (Alvarez y Cantd, 1991).

e Fijacion del complemento

En 1962, aparece la informacion de la prueba de fijacién del complemento para
babesiosis (Mahoney, 1962). La prueba se basa en la competencia para fijar el
complemento entre dos sistemas antigeno-anticuerpo, uno de ellos formado por
eritrocitos-hemolisina y el otro por el sistema de prueba que contiene el antigeno
especifico. Primero se hace reaccionar el sistema especifico con el suero
problema y el complemento, afiadiéndose después el sistema hemolitico. Si la
reaccion especifica es positiva, el complemento se fijara al primero, el segundo
sistema se sedimentara formando un boton de eritrocitos en el fondo del tubo. Por

el contrario, si no hubo anticuerpos especificos, el complemento se afiadira
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entonces al sistema hemolitico, provocando la lisis de los eritrocitos (reaccion
negativa) (Vega, 1989).

e Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

El desarrollo de la técnica de inmunofluorescencia se debe a Albert Coons de la
Universidad de Harvard (Coons et al., 1941). Las técnicas de inmunofluorescencia
pueden aplicarse como técnicas directas para investigar la presencia de antigenos
virales, parasitarios, bacterianos o micoticos en muestras clinicas y también se
utiliza en su modalidad indirecta; es decir, para investigar la presencia de
anticuerpos contra determinado antigeno, esta técnica, de gran versatilidad y
aplicacion al diagndéstico presupone contar con un anticuerpo marcado con
fluoresceina, anticuerpo dirigido contra la inmunoglobulina, este anticuerpo
marcado recibe el nombre de conjugado y puede unirse a la inmunoglobulina
(Guzman y Bernal, 1999).

La técnica de inmunofluorescencia existe la modalidad directa que detecta
antigeno y la modalidad indirecta mas utilizada en encuestas seroldgicas para
detectar la presencia de anticuerpos, esta Ultima esta basada en la capacidad de
la globulina del anticuerpo (IgG) para acoplarse quimicamente con su
correspondiente antigeno en una primera reaccion donde esta reaccion no se
visualiza y luego en una segunda reaccién con un conjugado marcado con un

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

Posiblemente IFI, es la técnica mas utilizada para el diagnéstico de animales
portadores asintomaticos de Babesia. Debido a su gran sensibilidad y al hecho de
que los hemoparasitos poseen antigenos comunes, practicamente da reaccion
cruzada con todas las especies de Babesia, requiriendose establecer titulos
minimos de reaccion especificos para cada uno (Ross y Lohr, 1968; Zwart y Van
den Ende, 1968).
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e Inmunoabsorcién enzimética (ELISA)

El ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA) al igual que la IFI, también permite
la deteccidn de anticuerpos circulantes en sangre, entre las principales ventajas
con las que cuenta esta técnica son la capacidad para procesar un elevado
namero de muestras durante una jornada laboral, la objetividad de los resultados y

la elevada sensibilidad y especificidad diagnoéstica.

El enzimoinmunoandlisis (ELISA) y el ELISA de competicion (C-ELISA) con
proteinas recombinantes de merozoito de B. bovis y B. bigemina ha sustituido la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la deteccion de anticuerpos contra
Babesia sp., debido a la eficiencia del procesado y la objetividad en la

interpretacion de los resultados (OIE, 2014).

4.8.2 Diagnostico Post-mortem

Las lesiones que se encuentran en la necropsia pueden ser excesiva cantidad de
fluido seroso en las cavidades, edema subcutaneo y pulmonar, esplenomegalia
(aumento del tamafio del bazo), hepatomegalia (aumento del tamafio del higado) y
riniones inflamados y frecuentemente hemorragicos (Mehlhor, 1993). En tejidos
mantenidos en refrigeracion, los globulos rojos parasitados pueden durar hasta
doce horas, de ahi la importancia de enviar tejidos (higado, bazo y cerebro) para
el diagndstico (Cotrino et al., 2007).

e Improntas cerebrales

Es un método diagnostico con mayor utilidad en el caso de infecciones con
Babesia bovis, por la caracteristica que tiene el parasito de acumularse en
grandes cantidades dentro de los capilares cerebrales de los animales infectados
(Buening, 1991).
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Las improntas se realizan con material de 6érganos muy irrigados como rifion,
corazon, bazo o cerebro. La observacién microscépica directa es el método mas
eficiente por su rapidez y economia para el diagnéstico de la babesiosis aguda
causada por B. bovis y B. bigemina (Lew y Jorgensen, 2005). Ademas, permite la
diferenciacion entre especies de Babesia por su morfologia y la determinacion de

la parasitemia (proporcion de eritrocitos parasitados).

4.9. Estrategias de Control

Para el control de las enfermedades transmitidas por garrapatas se ha
considerado la integracion de actividades dirigidas al vector, al parasito y/o al
hospedero (FAO, 1989).

De acuerdo con Alvarez (1991), existe una serie de métodos y estrategias
identificadas, las cuales son aplicables al control de la babesiosis las cuales

incluyen:

4.9.1 Control del vector

En los paises tropicales y subtropicales, uno de los principales problemas
econdémicos en la ganaderia bovina son las garrapatas y las enfermedades que
éstas trasmiten. Por su importancia econdmica y sanitaria la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) es el género principal bajo control y erradicacion en la
campafna realizada en México. La estrategia mas utilizada para controlar las
garrapatas consiste en romper el ciclo de esta a través de la aplicacion de
tratamientos con garrapaticidas, sobre el cuerpo de los animales infestados a
intervalos especificos determinados por la regidon ecoldgica, especies a las que se

van a combatir y eficacia residual del garrapaticida (Rodriguez et al., 2006).
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Las familias de productos quimicos que se utilizan para el control de las
garrapatas son: Organofosforados, Piretroides, Amidinas y Lactonas
Macrociclicas. Estos productos han sido utilizados con éxito en el control de las
garrapatas; sin embargo, su uso irracional ha ocasionado la generacién de cepas
de garrapatas R. microplus resistentes a la accion de la mayoria de estos

productos quimicos (Rodriguez et al., 2006).

4.9.2 Control de movilizacion de ganado

La movilizacion controlada es recomendada cuando se desea evitar que ganado
portador de la enfermedad o infectado con garrapatas sea introducidos a regiones
libres (Osorno, 1978). Movilizar ganado sin garrapatas y asi evitar introducir
vectores infectados a regiones libres de garrapatas y de la enfermedad. Sin
embargo, lo mas importante es vacunar o premunizar al ganado que sera
introducido a zonas endémicas de la enfermedad, sobre todo aquel que proviene

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

4.9.3 Uso de ganado resistente

Consiste en seleccionar ganado cebuino (Bos indicus) lo cual ha sido practicado
en Australia, América Central y Sudamérica (Alvarez, 1991). Estos animales han
mostrado habilidad para desarrollar inmunidad a la infestacién con garrapatas,
pretendiendo una estabilidad endémica y considerandose las pérdidas de ganado
local o indigena insignificantes. Un inconveniente es que la baja productividad de
este ganado ha conducido al uso de ganado de tipo europeo encastado con

cebuino.
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4.9.4 Inmunizacion

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 (Connaway y Franics, 1899).

El método inmunoprofilactico que se utiliza con mayor frecuencia fue desarrollado
en Australia, mediante el cual se infectaba animales libres de la enfermedad con
sangre de bovinos que se habian recuperado de ésta, para aplicar posteriormente
un tratamiento especifico y evitar su muerte (Callow, 1976). Por su parte, Callow y
Mellors (1966), estandarizaron el numero de parédsitos a inocular, utilizando
becerros esplenectomizados como los proveedores de los parasitos. Esta
metodologia ha sido posteriormente aplicada en Argelia, Sri Lanka, Argentina,
Uruguay, Sudafrica, Israel y Cuba (Callow, 1976; Echaide et al., 1993; REDLAB,
1994). Este meétodo, consiste en el uso de organismos vivos de reducida
virulencia, los cuales se obtienen al realizar pases seriados rapidos de sangre
infectada en becerros esplenectomizados en el caso de B. bovis (Callow, 1976), y
pases lentos en becerros sin esplenectomizar, en el caso de B. bigemina
(Dalgliesh et al., 1981).

Una seria desventaja de este procedimiento es que al reproducir las especies de
Babesia en becerros, los inmundgenos podrian llegar a contaminarse con otros
patdgenos y producir su diseminacion a otras areas (Rogers et al., 1988). Este
riesgo es eliminado mediante la multiplicacion de poblaciones del parasito en

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

La inmunizacién parece ser el procedimiento que ofrece las mejores perspectivas;
este método de prevencion y/o control se considera una de las alternativas

primordiales para resolver el complejo problema de la babesiosis bovina.

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

considera debe reunir las siguientes cualidades (Alvarez, 1991):
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Prevenir clinicamente la enfermedad en condiciones de campo.
Proteger contra todas las cepas de los parasitos.

Inducir una proteccion prolongada con solo una o dos inoculaciones.
No contener antigenos o infecciones contaminantes.

Disponibilidad en grandes cantidades.

Costo razonable.

YV V.V V V V V

Segura y facil de administrar.

En México se desarrolld6 una vacuna bivalente, en el CENID-PAVET (Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria) del INIFAP, la
cual fue elaborada con una cepa de Babesia bigemina (Bis) originalmente aislada
de un caso clinico en México, mantenida en cultivo in vitro y criopreservada, que
ha mostrado caracteristicas de reducida virulencia, también contiene la cepa de B.
bovis (Bor) originalmente derivada de un aislado de campo, la cual fue clonada en
laboratorio e irradiada con una fuente de cobalto y retornada a cultivo . Esta
vacuna ha mostrado una adecuada proteccibn en animales vacunados y
desafiados en campo; sin embargo, tiene el inconveniente del manejo, ya que se
tiene que mantener en congelacion en nitrégeno liquido hasta momentos antes de
ser aplicada, razén por la cual puede estar disponible solo como un paquete
tecnolégico en el que se ofrece la asesoria necesaria para su uso adecuado
(Hernandez et al., 2010).

4.10 Busqueda de antigenos

Las investigaciones recientes sobre babesiosis bovina se han centrado en la
determinacion de su taxonomia, el desarrollo de técnicas diagndsticas sensibles y
especificas, aspectos de la fisiopatologia y busqueda del mejoramiento de
métodos de quimioterapia e inmunoprofilaxis (Aktas et al., 2007).

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

secuencias nucleotidicas de cepas circulantes de B. bovis y B. bigemina de
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diferentes regiones, reportandose genotipos idénticos en Asia, Africa, América,
Europa y Oceania (Alhassan et al., 2005; Altangerel et al., 2009); Sin embargo, se
han reportado cepas con variaciones genéticas asociadas a modificaciones
enddgenas y exogenas inducidas por tratamientos antiparasitarios, mecanismos
de respuesta inmune del hospedador y procesos evolutivos que han generado
mecanismos de resistencia y patogenicidad que garantizan su permanencia en el
tiempo (Criado et al., 2006).

En el estudio y caracterizacion de los antigenos de la Babesia existe el problema
de su obtencion en forma pura. Esto obedece a que Babesia se encuentra dentro
del eritrocito, y ha sido dificil su obtenciéon en una forma libre por los métodos
tradicionales de lisar los globulos rojos parasitados ya sea con agua destilada,
congelacion y descongelacion, sonicacion, o utilizacion de saponinas, entre otros.
De acuerdo con Gravely y Kreir, (1974) al utilizar la técnica de sonicacion de flujo
continuo, se ha obtenido una preparacion con gran cantidad de parasitos libres de
estroma de eritrocitos, lo cual permitird efectuar estudios mas completos de los
antigenos. Por otro lado, para entender los mecanismos de resistencia del
hospedador se debe tomar en cuenta que los antigenos de la Babesia deben
variar de acuerdo con los diferentes estadios del ciclo. Se considera que los
primeros antigenos con los que el hospedador tiene contacto son los del
esporozoito (inoculado por la garrapata); antigenos poco estudiados por la
dificultad de su obtencion y purificacién. Debido a que no se ha demostrado una
fase reproductiva exoeritrocitica, probablemente el siguiente estadio del ciclo sea
el eritrocitico, en el cual Babesia bovis dentro del eritrocito se convierte en
trofozoito que se divide formando los merozoitos, los cuales salen del eritrocito
para invadir a otros eritrocitos. Cada fase debe estar constituida por un mosaico
antigénico, siendo la mas estudiada la fase eritrocitica, en que los antigenos se

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

La necesidad de mejorar los métodos de diagndstico de la babesiosis bovina y de
desarrollar nuevas vacunas, ha conducido a la busqueda, identificacion y

caracterizacion de antigenos. En tal sentido, todas las busquedas se han dirigido a
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la familia de las proteinas variables de la membrana de merozoitos (Hodgson et
al., 1992), a las del complejo apical en particular a las proteinas de las roptrias
(Brown et al., 1998; Brown y Palmer, 1999) y a las proteinas de la superficie de

eritrocitos infectados (Shompole et al., 1993).

Con la publicacién de la secuencia del genoma completo de B. bovis (Brayton et
al., 2007), y la casi terminada secuenciacion del genoma de B. bigemina por el
Instituto Sanger, es posible ahora el estudio a nivel genémico de estos patégenos,
y ha proporcionado a la fecha informacion valiosa sobre las caracteristicas
esenciales de la composicion de su genoma y la comparacion de éste con el de
otros protozoarios apicomplexa de importancia en salud humana y animal, como
aguéllos de los géneros Plasmodium y Theileria. Esta informacién ha permitido la
incorporacion de diversos analisis con programas de bioinformética que hacen
posible la identificacion de genes nuevos, o que son homaologos en otras especies,
ademas del estudio de las proteinas predichas, su analisis comparativo y las
caracteristicas fisico-quimicas, antigénicas y filogenéticas que permiten un primer
examen del potencial de estos genes putativos como candidatos para su uso
como agentes de diagndstico o vacunal (Mosqueda et al., 2012).

Se han utilizado genes que codifican antigenos de organelos y de la cubierta de
superficie de Babesia spp, especificamente la proteina asociada a las roptrias la
(RAP-1a), el antigeno de la superficie del merozoito 1 y 2 (MSA-1, MSA-2), la
glicoproteina de superficie 45 (GP-45) y algunos citoplasmaticos como la proteina
de choque térmico 20 (HSP-20) (Mosqueda et al., 2012).

El antigeno de superficie del merozoito 1 (MSA-1) de Babesia bovis, miembro de
la familia de antigenas variables de superficie del merozoito (VMSA), es una
glicoproteina inmunodominante que produce anticuerpos que inhiben la invasion
de eritrocitos. MSA-1 es un candidato a utilizar porque esta codificada por un gen
de copia Unica, se encuentra en la superficie del merozoito, es altamente
inmunogénica en su estado nativo, y los anticuerpos contra versiones nativas y

recombinantes del antigeno principal de Babesia bovis MSA-1 neutralizan la
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infectividad de los merozoitos de las cepas de Texas y México in vitro (Hines et al.,
1992; Mosqueda et al., 2002).

Desde hace mucho se han estudiado antigenos que fueron identificados por su
capacidad para inducir respuestas inmunolégicas protectoras a bovinos
inmunizados. Algunos de estos antigenos incluyen aquellos localizados en la
membrana de la superficie del merozoito (MSA). Sin embargo, estos antigenos
han mostrado una gran variabilidad antigénica, que se traduce en una ausencia de
reconocimiento por anticuerpos contra cepas con MSA distintos (Hines et al., 1992;
Leroith et al., 2005) y que compromete su uso como antigenos vacunales. Sin
embargo, un analisis bioinformatico mas detallado de las secuencias de estos
genes obtenidas de cepas de distintas zonas geograficas, pueden permitir
identificar regiones conservadas que se han usado para generar péptidos
sintéticos especificos. Estos péptidos pueden entonces usarse como agentes
vacunales, y que al ser aplicados como inmundgenos en bovinos susceptibles,
induzcan anticuerpos que neutralicen el proceso de invasion y por lo tanto eviten

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

Aunque existen diferencias entre las distintas especies durante el proceso de
invasion, lo cierto es que las vacunas basadas en un sélo antigeno tienen pocas
posibilidades de conferir una proteccion adecuada, independientemente del tipo de

antigeno usado.

4.11 Tratamiento

El tratamiento exitoso de los animales con babesiosis depende mucho de un
diagnéstico temprano y la administracion oportuna de medicamentos efectivos
(Medellin, 1998).

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

ayudar al organismo de luchar contra el parasito, exterminandolo o, al menos,
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consiguiendo establecer el equilibrio parasito-hospedador y por otro lado que el
parasito, si persiste quede controlado, en cuanto a su reproduccion se refiere
(Cordero, 2002).

Un tratamiento especifico y efectivo para la piroplasmosis es el Dipropionato de
Imidocarb que estd indicado para el tratamiento, control y prevencién de la
babesiosis, a una dosis de 1.2 a 3 mg/kg de peso por via subcutanea o
intramuscular. En México existen otras formulaciones a base de Diminazina,
Dibenzamidina y Diazoaminodibenzamidina pero que no tienen un efecto residual

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

Asi mismo el Diaceturato de Diaminodibenzamidina a dosis de 3 a 5 mg/kg por via
intramuscular y de Imidocarb en dosis de 1.2 a 3 mg/kg por via subcutanea son
eficaces. El tratamiento de soporte y buena alimentacion son necesarios para

ayudar a la recuperacion (Medellin, 1998).
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V. HIPOTESIS

La utilizacion de anticuerpos policlonales anti MSA-1, reconoceran a las proteinas
nativas y el antigeno crudo, mediante la técnica de ELISA e IFI, respectivamente,

para el serodiagnostico de Babesia bovis.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Poner a punto la prueba seroldgica IELISA mediante el uso de la proteina

recombinante MSA-1 de Babesia bovis.

6.2 Objetivos particulares

Detectar el reconocimiento inmunoldgico de anticuerpos policlonales anti-
MSA-1 en muestras de ovinos inoculados experimentalmente con la proteina
MSA-1.

Determinar la seroprevalencia de babesiosis bovina en el campo experimental
"Pichucalco" empleando como antigeno la proteina recombinante MSA-1 de

Babesia bovis.

Contrastar los resultados de la prueba de IELISA, con resultados obtenidos en
la prueba estandar, inmunofluorescencia indirecta para deteccion de

anticuerpos anti-Babesia bovis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Diseno de Estudio

7.1.1 Localizacion

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI), ubicado en el municipio de
Jiutepec, en el Estado de Morelos. El municipio cuenta con un clima calido
subhimedo, con una temperatura promedio anual de 21°C, con una precipitacion
pluvial promedio anual de 1,021 milimetros cubicos al afio, la temporada de lluvias

es entre los meses de junio y octubre.

7.1.2 Reconocimiento inmunoldgico en ovinos

Se emplearon sueros de dos ovinos machos de 6 meses de edad de la raza Black
belly, los cuales fueron inoculados con proteina recombinante MSA-1, que ha sido
clonada y purificada en trabajos previos en el laboratorio perteneciente a la unidad
de babesiosis del CENID-SAI, al realizar la inoculacion se complementd con
adyuvante de Freund. La cantidad utilizada de proteina recombinante fue de 6,740
pl (Dosis total), asi como 12.900 ml de adyuvante de Freund (Dosis total), los
cuales fueron inoculados en siete aplicaciones por via subcutanea (Con intervalo

de 14 dias entre inoculaciones).

La toma de muestras sanguineas se llevd a cabo antes de cada inoculacién a
partir de la puncion de la vena yugular utilizando el sistema de vacio vacutainer,
las muestras sanguineas fueron analizadas en el laboratorio perteneciente a la
unidad de Babesiosis del CENID-SAI en el cual se obtuvo el suero sanguineo y se
emple6 como muestras problema en la elaboracién de las pruebas como el
Ensayo por Inmunoabsorcibn Ligado a Enzimas indirecto (IELISA) e

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

Se llevo a cabo un estudio observacional descriptivo transversal sobre prevalencia
serologica de babesiosis bovina, empleando 99 muestras (total de animales en el
hato) de suero bovino provenientes del campo experimental Pichucalco,
perteneciente al INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias), ubicado en el municipio de Pichucalco, Chiapas; el
municipio cuenta con un clima calido hiumedo, con una temperatura la cual llega a
variar entre los 20 y los 35 °C, con presencia de lluvias todo el afo, estos sueros
se emplearon en técnicas como lo son, iELISA en la cual se emple6 como
antigeno proteina recombinante MSA-1 de Babesia bovis, e IFI utilizando
eritrocitos parasitados con Babesia bovis derivados de cultivo in vitro, para lograr
la obtencion de los datos correspondientes sobre sueros positivos y negativos, los
cuales se utilizaron para el estudio de prevalencia seroldégica de babesiosis

bovina, de tal manera se empled la siguiente férmula:
Seroprevalencia: (Animales seropositivos/Total de animales muestreados) *100

Se realiz6 la comparacion entre las técnicas iELISA e IFI, por lo cual se determind
la concordancia especifica como lo llevado a cabo por Ortiz et al. (2018), esta
medida representa la proporcién en la cual se reportan resultados iguales entre
dos observadores en este caso entre ambas pruebas, para lo cual se empled una
tabla (ver tabla 1) en la que se realiz6 el registro de positivos y negativos
obtenidos de cada prueba; y de igual manera haciendo uso del indice kappa el

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

ELISA
IFI +) ) Total
(+) a b a+b
() c d c+d
Total atc b+d N= a+b+c+d

a= Muestras positivas en ambas pruebas
b= Muestras positivas en IFI (Negativas en iELISA)
d= Muestras negativas en ambas pruebas

c= Muestras positivas en iELISA (Negativas en IFI)

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

— ] __ Po-Pe
Indice Kappa: k = -

en la cual Po es la porcion de acuerdos esperados y Pe la porcién de acuerdos

esperados en la hipotesis (acuerdos por azar).
y se substituyen los datos en la siguientes formulas de la siguiente manera:

C(a+d)
O—T

[@+c)*x(@+Db)]+[(b+d)*(c+d)]

Pe = NZ

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

(1977), la cual ha sido ampliamente utilizada en la valoracion del indice kappa.
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Tabla 2. Tabla de valoracion de indice Kappa

Kappa Grado de acuerdo
<0.00 Sin acuerdo
0.00-0.20 Insignificante
0.21-0.40 Mediano
0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Sustancial
0.81-1.00 Casi perfecto

7.2 Material del Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA) ovinos y

bovinos.

e Antigeno (Proteina recombinante MSA-1)

e Sueros control positivo

e Sueros control negativo

e Sueros problema (ovino y bovino)

e Conjugado comercial (anti-lgG de ovino y anti-lgG de bovino unido a la
enzima Peroxidasa de rabano picante)

e Solucion amortiguadora de carbonatos

e Solucién salina de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered Saline también
llamado PBS por sus siglas en inglés)

e Solucién de bloqueo

e Sustrato TMB (Tetrametil-Benzidina en un Buffer ligeramente acido)

e Solucion de lavado (PBS-Tween 20)

e Agua destilada

¢ Pipeta multicanal y puntas desechables

¢ Placas de poliestireno de 96 pozos

e Espectrofotbmetro

e Papel aluminio
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7.3 Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA)

Para llevar a cabo el reconocimiento de anticuerpos (IgG) de ovino contra MSA-1
de B. bovis se empleo la prueba de iELISA, siguiendo la descripcidn siguiente: Se
realizaron diluciones de la proteina recombinante MSA-1 en buffer de carbonatos
(60ng/Pozo), para posteriormente colocar la dilucion en cada pozo de la placa de
ELISA, y colocar a sensibilizar mediante adsorcion de la proteina recombinante
MSA-1 durante toda la noche a una temperatura de 4°C (unién del antigeno a la

placa).

Se procedi6 a lavar con solucion buffer PBS para retirar elementos que no son de
interés y se realizd el bloqgueo de la placa con leche descremada al 3 %,
seguidamente a esto se realizaron nuevamente lavados de la placa, para
posteriormente proceder a colocar sueros control positivo y sueros problema
dilucion 1:200 en PBS (pH 7.2), y mediante incubacion se dard la reaccion

antigeno-anticuerpo.

Se coloc6 el conjugado con un segundo anticuerpo el cual se encuentra unido a
una enzima (Peroxidasa de rabano), sustrato TMB por el cual se obtendra
coloracién en la placa y se empled un espectrofotometro para determinacion de la

densidad éptica en 650nm. (Anexo 2)

El punto de corte para determinar positivos y negativos se realizé mediante los
resultados de densidad Optica, tomando como referencia la metodologia descrita
por Lunn et al. (2012).

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

los cuales se obtuvo la media (X), asi como la desviacion estandar (DE) de estos

controles negativos.
Cut Off = X + 3 (DE) =?

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

la técnica como lo fue el empledé de muestras de suero bovino provenientes del
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campo experimental Pichucalco, de igual manera empleando como segundo
anticuerpo anti-lgG de bovino, llevando a cabo la técnica previamente descrita con

muestras de suero ovino, realizando ambas técnicas por separado)

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

e Antigeno fijado a una laminilla (Eritrocitos parasitados con B. bovis
procedentes de cultivo in vitro)

e Sueros problemas: sueros de ovinos inmunizados experimentalmente con
la proteina recombinate MSA-1, como antigeno de Babesia bovis y sueros
de bovinos localizados en el C. E. Pichucalco, Chiapas.

e Conjugado: Fluorocromo (Isotiocianato de fluoresceina también llamado
FITC por sus siglas en inglés) unido a un anticuerpo (anti-lgG de ovino), asi
como Alexa Fluor 488 (anticuerpo de cabra anti-IgG de bovino)

e Solucion salina de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered Saline también
llamado PBS)

e Agua destilada

e Micropipetas y puntas de plastico para pipetas

e Microscopio de epifluorescencia

e Cajacoplin

e Papel aluminio

7.5 Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

La identificacién de IgG de ovino anti-MSA-1, se realiz6 mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, la cual brevemente se describe a continuacion;
como antigeno se empled extendidos de eritrocitos parasitados con Babesia bovis
derivado del cultivo in vitro, mantenidos a -20°C. Al realizar la prueba se retiraron
de la congelacion y se incubaron a 37°C por 10 min. y se fijaron con acetona por

15 min. Se continué con la delimitaciéon de las areas empleando un lapiz graso,
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posteriormente se colocaron las muestras de suero de los ovinos a partir de la
dilucién 1:80 en PBS (pH 7.2) y se incubaron nuevamente a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, se adiciono el conjugado anti-lgG de ovino en conejo con
Isotiocianato de fluoresceina (Anexo 3). La observacidn se realiz6 con un

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

Se llevo a cabo la determinacion de positividad de las muestras comparandolas
con controles negativos y positivos en diluciones 1: 80 en PBS (pH 7.2) colocados

en la laminilla.

Para determinar la presencia de IgG ANTI- Babesia bovis, se realizé el mismo
procedimiento antes mencionado, sin embargo, los sueros problema fueron sueros
de bovinos, provenientes del C. E. Pichucalco, empleando como segundo

anticuerpo Alexa Fluor 488
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Xlll. RESULTADOS

8.1 Reconocimiento inmunoldgico en ovinos

8.1.1 Ensayo Inmunoenzimatico Indirecto (iELISA) ovinos

Los resultados obtenidos en el presente trabajo en la prueba IiELISA, utilizando
como antigeno la proteina recombinante MSA-1 por medio de la lectura en el
espectrofotometro en 650nm se muestran en la tabla 3 (anexo 4); el céalculo del
punto de corte (Cut Off) de la prueba se determindé tomando como referencia el
trabajo realizado por Lunn, et al. (2012), en el cual se empled la prueba de ELISA.

Para lo cual se emplea la densidad Optica (DO) de 3 controles negativos (CN)
colocados en los pozos Al, A2 y A3, para el ovino 199 y en los pozos A7, A8y A9
para el ovino 200 resultando valores de: 0.11, 0.181 y 0.13, asi como 0.181, 0.136
y 0.178 para el ovino 199 y 200 respectivamente, se llevd a cabo la obtencion de
la media (X) de estos controles teniendo como resultado: 0.140 para el ovino 199 y
0.165 para el ovino 200; de la misma manera se llevd a cabo la determinacion de
la desviacion estandar obteniendo valores de: 0.036610563 y 0.025159491 para el

ovino 199 y 200, respectivamente.

El valor del punto de corte (Cut Off) se tomé como: X + 3 (DE) obteniendo como
resultado: 0.250165023 para el ovino identificado con el arete 199 y 0.240478474

para el ovino 200.

Por lo tanto, mediante la lectura de la placa en el espectrofotdmetro y con la
determinacion del punto de corte, aquellos valores en los que se encontré una
densidad Optica por encima al valor del punto de corte (Cut Off) determinado

fueron considerados positivos (Tabla 3, Anexo 4).

En la grafica 1 se muestra el cruzamiento de las lineas entre el punto de corte
(correspondiente a cada ovino inmunizado) y la respuesta de anticuerpos que

presentaron, por lo cual a partir de la segunda toma de muestras los resultados se
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consideran positivos a la produccion de anticuerpos especificos (IgG) contra la
proteina recombinante MSA-1, con base a la lectura realizada en
espectrofotometro ya que muestran densidades Opticas de 0.675 y 0.609 para el
ovino 199 y 200 respectivamente, y presentando una densidad elevada hasta el
sexto muestreo teniendo una densidad de 0.765 en el ovino 199, en caso de el
ovino 200 presento una densidad de 0.649 esto en el tercer muestreo, por ende se
mostrd reconocimiento de la proteina recombinante a partir del segundo muestreo
por parte de los anticuerpos, por consiguiente debera ser considerada para su

posterior empleo en pruebas diagndsticas de babesiosis.

o
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Grafica 1. Grafica de resultados positivos en prueba de iELISA

8.1.2 Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) ovinos

En la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), la cual es considerada la
prueba de oro en la deteccion de babesiosis bovina, se obtuvieron resultados con

una titulacion positiva a partir del segundo muestreo en el caso del ovino 199 en
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diluciones a partir de 1:80 hasta 2,560, 5,120 y 10,240 en algunos de los sueros
problema (Tabla 4, Anexo 5), en lo que confirid6 al ovino 200 se encontraron
resultados positivos a partir del tercer muestreo en diluciones 1:80 hasta 1,280 y
2,560 (Tabla 5, Anexo 5).

En la grafica 2 se representa la dispersion de los titulos de anticuerpos contra la
proteina recombinante MSA-1 de Babesia bovis en muestras de los ovinos
inoculados, en caso del ovino 199 se mostré un comportamiento regular ya que va
en aumento a partir del segundo muestreo hasta el quinto, el cual presenta una
continuidad con el sexto y en la toma de muestras numero 7 se tiene un descenso
de anticuerpos lo cual puede atribuirse a distintas causas. En el caso del ovino
200, manifesté un comportamiento irregular y el cual presentd incremento en los
muestreos 3° y 4°, ya que en el quinto se tiene un descenso y posteriormente un
aumento en el sexto muestreo en el cual fue dado de baja, debido a que fue

sangrado para obtencion de suero.
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Grafica 2. Titulacion de Ac en sueros de ovinos (IFI)
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Con base a los resultados mostrados en cada técnica se lleva a cabo el calculo del

coeficiente Kappa de Cohen empleando la tabla a continuacion:

IFI ELISA
+) () |TOTAL
+) 10 1 11
) 0 2 2
TOTAL | 10 3 13

Asi como empleando la siguiente formula:

_Po—Pe
~ 1—Pe

En la cual se necesita realizar la sustitucién de los valores Po y Pe como se

muestra a continuacion:

(10 +2)
°= 713
P — [(10) = (11)] + [(3) * (2)]
€= 132

Teniendo como resultado valores de Po=0.923 y Pe=0.686

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

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

estas pruebas.
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C D

Identificacion de anticuerpos anti-MSA-1 en muestras de suero de ovino en
distintas diluciones por medio de microscopio de epifluorescencia. Panel A)
dilucion 1:80, B) dilucién 1:160, C) dilucion 1:320 D) dilucion 1:640.

8.2 Seroprevalencia de babesiosis bovina

8.2.1 Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA) e Inmunofluorescencia

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

Con base en los resultados obtenidos por la lectura en el espectrofotometro de la
placa de IELISA utilizando como antigeno la proteina recombinante MSA-1, se
obtuvieron las densidades épticas de los controles negativos siguiendo la técnica
antes descrita para realizar el calculo del punto de corte, se determiné un total de
87 animales seropositivos, resultado que muestra un titulo elevado de anticuerpos
anti-B. bovis en el hato del campo experimental Pichucalco, este dato representa

gue existe una estabilidad enzodtica con una prevalencia del 88% (Grafica 3).
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Mediante el empleo de la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI), se obtuvo
como resultado 86 animales seropositivos, esto al realizar la observacion en
microscopio de epifluorescencia de las laminillas empleadas, utilizando diluciones
de los sueros problema 1:80, por lo que se estimd una seroprevalencia del 87%
(Grafica 3).

Deteccion de anticuerpos anti-B. bovis en sueros de bovinos del C.E. Pichucalco
en microscopio de epifluorescencia en objetivo 100X.
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Grafica 3. Seroprevalencia en IFIl e IELISA

entre ambas técnicas.

Para la cual se empleé la siguiente tabla:

ELISA
IFI +) 0 TOTAL
(+) 86 0 86
() 1 12 13
TOTAL | 87 13 99

Pe

Asi como la férmula para obtencion del indice Kappa:

_Po—Pe
~ 1—Pe

(87 + 13)
0=—r—

99

[(86) x (87)] +[(13) » (12)]

992

En la cual se necesita sustituir los valores Po y Pe de la siguiente manera:

Mediante la obtencion de los resultados en ambas técnicas se procedio a la
elaboracion del coeficiente Kappa de Cohen, el cual determiné la concordancia
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Obteniendo como resultado Po= 1y Pe=0.77

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

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

pruebas es "Casi perfecto”.
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IX. DISCUSION

9.1 Reconocimiento inmunoldgico en ovinos

Existen numerosas pruebas serologicas y practicamente todas ellas se han
utilizado en el diagnéstico sobre babesiosis. La mayor popularidad en algunas de
ellas se debe basicamente a la aparente facilidad para obtener los reactivos
necesarios en el laboratorio donde se realizan dichas pruebas (Vega, 1989). Para
realizar el diagnostico inmunoldgico de babesiosis bovina existen pruebas que han
sido implementadas en diversos estudios epidemiolégicos, entre ellas se
encuentra la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) considerada como la
prueba de oro y caracterizada por su elevada sensibilidad y especificidad
diagndstica (290%) (Bautista et al., 2012), y el ensayo inmunoenziméatico (ELISA)
cuya semi-automatizacién permite el andlisis de un mayor nimero de muestras al

mismo tiempo (Rodriguez et al., 1999).

El reactivo determinante o mas importante para las pruebas serolégicas es sin
duda alguna, el antigeno cuando se trata de detectar anticuerpos en sueros
problema. Para lo cual a Vega (1989), le resulto conveniente hacer mencion al
comentario "En los dltimos afios se ha tratado de resolver el problema de la falta
de especificidad de las pruebas seroldégicas mediante el disefio de pruebas mas
sensibles, cuando en realidad el problema consiste en la falta de antigenos
purificados" (Barriga, 1981). Es asi como se llevé a cabo el estudio de proteinas
recombinantes como antigenos y su empleo en pruebas seroldgicas, tema
abordado en el presente trabajo y en el proyecto al cual pertenece el que lleva por

nombre "Desarrollo de pruebas de diagndéstico rapido para la babesiosis bovina".

Como alternativa diagnoéstica, se han desarrollado un gran numero de métodos de
diagnéstico inmunoldégico, los cuales se basan principalmente en la identificacion
de anticuerpos circulantes producidos por el hospedero hacia los antigenos
babesiales, y algunos basados en la identificacion misma de los antigenos

parasitarios (Buening, 1991). Como se realizé en el presente trabajo detectando
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anticuerpos en sueros de ovinos los cuales fueron inoculados con la proteina
recombinante MSA-1, como antigeno de B. bovis para lograr la obtencion de
anticuerpos policlonales para su posterior evaluacion en la prueba serologica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el inmunoensayo enzimatico indirecto
(IELISA), asi como lo realizado por Cortés y Mancera (2009), quienes llevaron a
cabo la determinacion de presencia de IgG contra Toxoplasma gondii, basandose
en reportes de altos indices de morbilidad, por lo cual se ha motivado a diversos
investigadores a realizar estudios inmunoldgicos los cuales han sido encaminados
al diagnostico temprano de la enfermedad, mediante el desarrollo de técnicas
fundamentadas en la determinacién de anticuerpos especificos contra T. gondii
(Ishizuka et al., 1986; Germani y Pacheco, 2002).

Considerando lo precedente, en investigaciones realizadas se ha hecho la
comparacion entre pruebas como inmunofluorescencia indirecta (IFI), el
inmunoensayo enzimatico (ELISA), y la prueba comercial Chagatek® trabajo en el
cual se determind la concordancia entre IFl y ELISA para poder obtener un mejor
diagnéstico de la enfermedad de chagas basados en el reporte realizado por Bucio
et al. (1999), informando que el uso de cepas autdctonas aumenta la sensibilidad y
especificidad de la prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi

en una poblacion mexicana.

Derivado de lo anterior, en este trabajo se realizd la comparacion de la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) para lograr la identificacion del antigeno crudo
de B. bovis y el inmunoensayo enzimatico indirecto (iELISA) en el cual se efectud
la deteccion de la proteina recombinante como antigeno como fue planteado
inicialmente y de igual forma se llevé a cabo la determinacién de la concordancia
entre ambas pruebas, caso similar haciendo uso de cepas de cultivo in vitro, asi
como la proteina recombinante clonada y purificada en el laboratorio perteneciente

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

Con base en los resultados obtenidos tras efectuar el analisis de las muestras en
la prueba de oro (IFl) se logré observar el reconocimiento por parte de los

anticuerpos policlonales producidos por los ovinos hacia el antigeno crudo de B.
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bovis, asimismo se observo el descenso de los anticuerpos en su titulacion al dia
84 proceso el cual se puede atribuir a factores como lo son edad, sexo, genética y
plan nutricional del ovino, en la prueba de IELISA los anticuerpos presentan su
descenso en el dia 42 dato obtenido mediante el valor de densidad Optica, pero
manteniendo su presencia hasta el dia 84 y prueba en la que se tuvo
reconocimiento el antigeno recombinante (proteina MSA-1) objetivo primordial del
trabajo realizado, por lo cual siguiendo su desarrollo y mediante la interpretacion
de datos se determind una concordancia de 0.75 valor atribuido al uso de
antigeno recombinante purificado tanto en la inmunizacion de ovinos y en pruebas
serologicas asi como material bioldgico de cultivo in vitro (parasito B. bovis) valor
que presenta una similitud al reportado en el trabajo de comparacion entre las
pruebas de ELISA e IFI teniendo una concordancia de 0.93, mientras que para las
pruebas de IFl y Chagatek® fue de 0,43 y para las pruebas de ELISA y
Chagatek® fue de 0,49. Por lo cual, estos autores refieren que la concordancia
entre la prueba de ELISA y la prueba de IFl puede deberse al uso en ambos casos
de formas epimastigotas procedentes de cultivo in vitro de cepas colombianas del

parasito como antigeno (Cortés y Mancera, 2009).

9.2 Seroprevalencia de babesiosis bovina

Para complemento del presente estudio y mediante el empleo de antigenos
recombinantes se realiz6 la determinacion de la seroprevalencia en una zona
donde los animales se encuentran en constante exposicion al agente causal de la

babesiosis, quedando en evidencia su utilidad en pruebas serolégicas.

Los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras del presente trabajo en
cuanto a seroprevalencia indican que el hato del Campo Experimental Pichucalco
se encuentra en una zona endémica de babesiosis bovina. Las seroprevalencias
obtenidas mediante el empleo de la prueba de IELISA, asi como
Inmunofluorescencia indirecta (IFl), son consideradas elevadas y coinciden con las
reportadas por Lira et al. (2015), en regiones de alta endemicidad (Veracruz y

Tamaulipas), donde se obtuvieron resultados de seroprevalencia con valores de:
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90.2 % en el caso de B. bovis y 83.7 % para B. bigemina en el hato localizado en
Tamaulipas, mientras tanto el hato localizado en el estado de Veracruz mostré una
seroprevalencia de 73.1 % para B. bigemina y 64.5 % para B. bovis, la cual fue
considerada baja ya que en estudios realizados anteriormente se determind una
prevalencia hasta del 80 % para Babesia spp. mencionando que de acuerdo a lo
reportado por Alvarez et al. (2007), a fin de tener en cuenta que la baja
prevalencia de anticuerpos circulantes en las muestras del estado de Veracruz,
podria explicarse debido a la aplicacion del programa de control integral del vector,

la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Las seroprevalencias de aquellos animales que se encuentran en zonas
endémicas como lo son los Estados de Veracruz y Tamaulipas para las especies
de B. bovis (64.5 % y 90.2 %) y B. bigemina (73.1 % y 83.7 %), reportadas por Lira
et al. (2015) asi como las mostradas en el presente estudio, muestran niveles
altos, en comparacion con lugares considerados de baja endemicidad como lo
reportado en el estado de Morelos por Rojas et al. (2004), mostrando
seroprevalencias de 58 % y 60 % para B. bovis y B. bigemina; respectivamente,
trabajo en el cual se realiz6 la determinacién mediante el empleo de la prueba de

Inmunofluorescencia indirecta (IF1).
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X. CONCLUSION

10.1 Reconocimiento inmunoldgico en ovinos y Seroprevalencia de

babesiosis bovina

En el presente estudio se muestra que el reconocimiento del antigeno nativo, asi
como el antigeno recombinante MSA-1 de Babesia bovis tuvo lugar después de la
segunda inmunizacién de los ovinos de acuerdo con la evaluacién de los sueros
en las pruebas de IFI e IELISA. Por lo cual, se deduce que la proteina
recombinante MSA-1 de B. bovis al ser inmunogénica para los ovinos al lograr
estimular el sistema inmune para la produccién de anticuerpos policlonales, es
buen candidato para su empleo en pruebas diagnosticas de babesiosis bovina. Asi
mismo, la produccién de estos anticuerpos seran empleados para siguientes
estudios, especialmente respecto al diagnéstico de esta enfermedad con impacto

econdmico en la ganaderia tropical de México y el mundo.

En lo que concierne al posible empleo de antigenos recombinantes para
determinacién de seroprevalencia utilizando como referencia muestras del hato del
C.E. Pichucalco, se confirma la utilidad de este tipo de antigenos en base al valor
de concordancia entre los resultados en la prueba considerada como estandar de
oro IFl y la prueba puesta a punto iELISA, sin embargo iELISA ha presentando
mejora en la subjetividad al realizar la lectura e interpretacion de los resultados,
asi como la optimizacion de tiempo al procesar mayor nUmero de muestras en un

periodo de tiempo mas corto.
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Xl. SUGERENCIAS

En un proyecto como al que pertenece el presente trabajo, se pretende una
continua mejora del mismo, por ello se sugiere la implementacion de repeticiones
sobre el trabajo llevado a cabo con la finalidad de poder confirmar los resultados
presentados, en el cual se podria llevar a cabo la inoculacién de nuevos animales
para poder realizar nuevamente la evaluacion de los anticuerpos producidos por
los mismo, empleando las pruebas serologicas utilizadas. Del mismo modo se
puede emplear una segunda proteina (RAP-1) como antigeno para poder tener

confirmacion de no tener reaccion cruzada con Babesia bigemina.
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XIll. ANEXOS
13.1 Anexo 1
Preparaciéon de Solucion Amortiguada por Fosfatos (PBS 10x)
Reactivos
Fosfato de sodio mondbasico monohidratado (NaH2PO4H20)
Fosfato de sodio difasico anhidrido (Na2HPO4)
1. Disolver en 200 ml de agua destilada:
2.62 gramos de NaH2PO4H20
11.5 gramos de Na2HPO4

2. Una vez disueltos los reactivos aforar en un matraz a 1,000 ml con agua
destilada.
3. AjustarpHa 7.2

Utilizar Hidroxido de sodio (NaOH) para alcalinizar
Utilizar Acido clorhidrico (HCL) para acidificar
Preparacion de Solucion Amortiguada por Fosfatos (PBS 1x)

1. Tomar 100 ml de Soluciéon PBS 10x en un matraz aforado

2. Aforar con agua destilada a 1,000 ml
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13.2 Anexo 2

Ensayo Inmunoenziméatico Indirecto (iELISA) ovinos y bovinos.

1.

Se elaboran diluciones de la proteina recombinante MSA-1
(60ng/pozo) en buffer de carbonatos, para posteriormente colocar
100pl en cada pozo de la placa de ELISA.

Colocar una tapa plastica sobre la placa, envolver en papel aluminio
y colocar a sensibilizar para permitir la adsorcion de la proteina
recombinante MSA-1 durante toda la noche a una temperatura de
4°C.

Realizar un lavado rapido con soluciéon PBS (pH 7.2) y dos lavados
con solucion PBS-Tween durante 5 minutos a 150 R.P.M. (Secar
vigorosamente después de cada lavado).

Bloguear con leche descremada al 3% en solucibn PBS-Tween e
incubar a 37°C, durante 30 minutos. (Repetir paso 3).

Realizar diluciones dobles seriadas (1:200) con suero de ovinos,
para posteriormente colocar 50ul de cada dilucibn en los pozos
delimitados a su correspondiente dilucion y colocar en incubacién
durante 1 hora a 37°C. (Repetir paso 3).

Colocar 50ul de conjugado (anti-lgG de ovino) en cada pozo de la
placa, en una dilucion 1: 10,000 y colocar la placa en incubacion por
30 minutos a temperatura de 37°C. (repetir paso 3). Agregar 50ul de
sustrato TMB e incubar a 37°C.

Finalmente, la lectura de la placa en un espectrofotémetro (30 y 45

minutos de incubacién a 655 nm).

(Se llevo a cabo el procedimiento de la técnica descrita empleando sueros de

bovino y conjugado anti-lgG de bovino)
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13.3 Anexo 3

Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) ovinos y bovinos.

1. Se emplean laminillas como antigeno congelado el cual se coloca en perlas
de silice para realizar desecacion durante 30 minutos a una temperatura de
37°C.

2. Se procede a fijar la laminilla con el antigeno en acetona durante 15
minutos.

3. Se realizan diluciones dobles seriadas (partiendo de una dilucion 1:80
continuando hasta obtener una dilucién 1:10,240) con los sueros control y
problema en solucion PBS (Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos) en
pH 7.2.

4. Retirar la laminilla con el antigeno de la acetona y secar para poder
delimitar &reas con lapiz graso donde seran colocados los sueros.

5. Colocar 5 ul de las diluciones realizadas con los sueros en las areas
marcadas con lapiz graso en la laminilla y en la pendltima marca solo
colocar solucién PBS.

6. Colocar la laminilla en camara humeda (incubacién) durante 30 minutos a
una temperatura de 37°C.

7. Al ser retirada la laminilla con el antigeno de la incubacion se procede a
realizar 3 lavados de la siguiente manera:

a) lavado con soluciéon PBS durante 5 minutos.
b) lavado con solucion PBS durante 5 minutos.
c) lavado con agua destilada durante 5 minutos.

8. Se realiza la preparacion del conjugado (segundo anticuerpo anti-IgG de
ovino y un fluorocromo) a utilizar en una dilucién 1:250.

9. Colocar 5 pl de conjugado en cada area delimitada y en la cual se
colocaron los sueros problema, al igual en el area donde se coloca solucién

PBS y ultima area sin utilizar.
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10.Colocar la laminilla nuevamente en incubacién (camara humeda) por 30
minutos a una temperatura de 37°C.

11.Realizar 3 lavados nuevamente (repetir paso 7).

12.Realizar la lectura en un microscopio de epifluorescencia utilizando glicerina

fosfatada con el objetivo 100X.

(Se llevo a cabo el procedimiento de la técnica descrita empleando sueros de

bovino y conjugado Alexa fluor 488 anti-lgG de bovino)
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13.4 Anexo 4

Tabla 3. Resultados positivos de acuerdo al punto de corte

A | 011 |0.181|0.13 | 0.065 | 0.059 | 0.081 | 0.181 | 0.136 | 0.178 | 0.066 | 0.069 | 0.063
B | 0.415 | 0.675 | 0.522 | 0.099 | 0.076 | 0.111 0.078 | 0.08 | 0.083
C | 0.564 | 0.55 | 0.617 | 0.137 | 0.07 | 0.082 0.09 | 0.078 | 0.081
D | 0.523 | 0.529 | 0.603 | 0.067 | 0.069 | 0.083 0.093 | 0.074 | 0.082
E | 051 | 0.603 | 0.642 | 0.115 | 0.062 | 0.077 0.086 | 0.096 | 0.091
F | 065 | 0.653 | 0.765 | 0.129 | 0.103 | 0.185 0.067 | 0.087 | 0.094
G | 0.494 | 0.419 | 0.459 | 0.096 | 0.087 | 0.101 | 0.094 | 0.118 | 0.079 | 0.07 | 0.075 | 0.079
E | 0.124 | 0.089 | 0.109 | 0.077 | 0.107 | 0.107 | 0.088 | 0.083 | 0.069 | 0.067 | 0.12 | 0.102
Ovino 199
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13.4 Anexo 5

Tabla 4. Resultados en técnica de IFI Ovino 199

N0~ WINEF

Tabla 5. Resultados en técnica de IFI Ovino 200

OO IWIN|F




