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. INTRODUCCION

La babesiosis bovina es una enfermedad causada protozoarios hemoparasitos de
amplia distribucién en las zonas subtropicales y tropicales de América latina; en
México se han reconocido dos especies: Babesia bovis y Babesia bigemina, cuya
presencia y distribucion se encuentra asociada con su garrapata vector,

Rhipicephalus (Boophilus) spp. (Rojas et al., 2004).

B. bigemina presenta la distribucién mas amplia, pero B. bovis en general es mas
patdgena. Las infecciones por B. bovis se caracterizan por signos nerviosos como
resultado del secuestro de eritrocitos infectados en capilares cerebrales, mientras
que las infecciones por B. bigemina ocasionan una patologia hemolitica severa,

pero no se observa signologia nerviosa (Zintl et al., 2003).

El mayor impacto ocasionado por el protozoario ocurre en la industria ganadera
(Alvarez y Figueroa, 2007), lo que provoca grandes pérdidas econdmicas
(Yokoyama et al., 2002); se estima que mas de 900 millones de cabezas de ganado
estan en riesgo de contraer la enfermedad (Singh et al., 2008) y se ha atribuido a la
babesiosis bovina causando pérdidas econdmicas superiores a los 800 millones de
dolares anuales (Betancourt, 1996). La magnitud se refleja con altas tasas de

morbilidad y mortalidad en el ganado (Alvarez y Cantd, 1985).

Debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad que ocasiona la babesiosis en
el ganado bovino de nuestro pais, ademas de las pérdidas econdmicas que
representa esta enfermedad. Se han redoblado esfuerzos en la investigacion para
la instrumentacién de meétodos diagndsticos mas eficaces y de inmundgenos
profilacticos contra la enfermedad. Un ejemplo es el caso de la creacion de una
vacuna viva atenuada contra B. bovis y B. bigemina, este inmundégeno fue
desarrollado en el CENID-SAI del INIFAP, la cual ha demostrado una proteccion del
80% para los bovinos vacunados contra cepas virulentas de Babesia (Canto et al.,
1996; Alvarez et al., 2004) y un 70% para animales bajo condiciones extremas de
campo (Canté et al., 2003). Sin embargo, la vacuna no se encuentra

comercialmente disponible y solo se puede obtener en convenios directos con el



INIFAP. Por lo tanto se sigue en la busqueda y desarrollo de investigaciones que
llevan a un diagndstico e identificacion mas eficaz de la babesiosis bovina en
México. En el presente trabajo se esplenectomizaron e infectaron
experimentalmente bovinos con cepas de B. bovis y B. bigemina provenientes de
aislados de campo, con el objetivo de recuperar y conservar la cepa de ambos
protozoarios en el germoplasma de la unidad de Babesia en el INIFAP-SAI, con el
fin de utilizarla como material biolégico para investigaciones posteriores que

contribuyan a la prevencion y control de la enfermedad.



Il ANTECEDENTES

2.1 Situacion de la babesiosis bovina en México

México es un pais con un gran potencial ganadero, cabe mencionar que los estados
que limitan con el Golfo de México se encuentran entre las regiones ganaderas mas
importantes, primordialmente en produccion extensiva de ganado de carne y semi-
intensiva de ganado de doble propdésito. Desafortunadamente, las caracteristicas
climaticas de estas regiones las convierte en zonas de riesgo por la presencia
natural de enfermedades infecciosas y parasitarias que afectan al ganado bovino
(Ramirez-Romero et al., 2011). La presencia de las garrapatas Rhipicephalus
(Boophillus) spp., ahora reclasificadas en el género Riphicephalus, determina la
presencia de B. bovis y B. bigemina. Debido a que Babesia spp. requiere de la
garrapata para completar su ciclo de vida, por lo tanto, las zonas libres del vector
también se consideran libres de babesiosis. (Callow et al., 1997; Bock et al., 2004).
En México, se ha informado la presencia de ambas especies de protozoarios, su
prevalencia presenta variaciones que van desde 4.54% hasta 96% (Osorno, 1978;
Alvarez y Canté, 1985).

El Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en 2017 registro el
inventario total de la poblacion nacional de bovinos de carne y leche siendo de 34,
277, 868. Estando en los tres primeros lugares los estados de Veracruz, Jalisco y
Chiapas. Por otro lado, la campafa nacional de control de la garrapata de la fiebre
del ganado bovino en México informo que el 65% de territorio nacional esta

infestado con Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Figura 1).

Basado en esta informacion, el numero estimado de bovinos en riesgo por
infestacion de Rhipicephalus (Boophilus) microplus es de 24'973,983 bovinos.
Aunado a este dato se han invertido gran cantidad de recursos en campanas
sanitarias para el control de la garrapata en el ganado (Ramirez-Romero et al.,
2011).
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Figura 1. Situacion actual en México de Rhipicephalus (Boophilus) spp.

Fuente: (SAGARPA-SENASICA, 2018)

Con la existente presencia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus en el territorio
nacional, se mantiene una zona permanente de cuarentena a lo largo de la frontera
mexicana para evitar su reintroduccion a EE.UU. dentro de esta zona diferentes
asociaciones se dedican a la vigilancia y monitoreo de animales infestados con esta
garrapata exética (CFSPH, 2007). Esto exige para México, medidas profilacticas
eficientes, ya que gran parte de la produccion bovina, es dirigida hacia la
exportacion para EE.UU. al no cumplirse los requerimientos sanitarios esto tendra

un impacto negativo hacia la economia y produccién del pais.

Rodrigues y Leite (2013), realizaron un estudio analizando las pérdidas en la
produccion de leche causadas por el vector Rhipicephalus (Boophilus) microplus en

Brasil, estos autores estimaron que las garrapatas son responsables de la reduccion



de 90.24 L de leche por vaca durante el periodo de lactacién. Basado en esta
informacion las pérdidas estimadas de la produccion de ganado lechero en México
son de $ 68'878,69 dolares, mientras que las pérdidas econdmicas estimadas
provocadas por el vector de la garrapata en ganado de carne son de $ 504'729,382
dolares (Tabla 1). Por lo tanto, las pérdidas econdmicas totales atribuidas a
Rhipicephalus (Boophilus) microplus en los hatos mexicanos pueden aproximarse
a $ 573'608,076 dolares (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Tabla 1. Pérdidas econdémicas por la garrapata del ganado Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, relacionada con la produccion de leche y carne en México

en 2013.
Poblacién Pérdidas en Pérdidas Precio al Pérdida total
en riesgo lactacion (litros) anuales de productor (US$)
leche (litros) (US$/litro)
Ganado lechero 1,734,735 90.24 156,542,486 0.44 68,878,694
(Rodrigues vy Leite, SIAP-
2013) SAGARPA
Ganado de carne Poblacion Pérdida diaria de Pérdida Precio al Pérdidas
en riesgo peso anual de productor totales
23,239,248 (g/garrapata/cabeza)  peso (kg) (US$kg) (US$)
B. Taurus 3,904,184 1.37 (Jonsson, 183,514,997  1.61(SIAP- 295,459,145
2006) SAGARPA,
2013)
B. Indicus 6,502,345 1.18 (Jonsson, 111,742,243  1.61(SIAP- 179,905,011
2006) SAGARPA,
2013)
B. Indicus x B. 12,832,719 1.18 (Jonsson, 18,239,271 1.61 (SIAP- 29,365,226
taurus 2006) SAGARPA,
2013)
504,729,382

Fuente: Adaptado de Rodriguez-Vivas et al. (2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, es vital realizar trabajos de investigacion que
contribuyan a la prevencion y control lo cual ayude a encontrar las condiciones
Optimas de produccion para revertir el déficit que México tiene con respecto a
importacién de leche y carne de origen bovino, ocasionado por el protozoario
(Garcia et al., 2003). Tal es el caso del INIFAP que ha desarrollado una vacuna

mixta atenuada contra Babesia bovis y Babesia bigemina, utilizando una clona



irradiada de Babesia bovis y una cepa de Babesia bigemina que ha sido atenuada
por un numero indefinido de pases en cultivo in vitro (Rodriguez, 1985; Vega et al.,
1985). Esta vacuna ha demostrado inducir una respuesta inmune que protege a mas
del 80% de animales que han sido vacunados (Figueroa et al., 1994; Canto et al.,
1996; Garcia et al., 1996; Ramos et al., 1996). La existencia de estas vacunas
facilita el poder inducir proteccion y evaluar o caracterizar la respuesta inmune
desarrollada por animales protegidos para diferenciarla de la respuesta desarrollada

por animales no protegidos (Rodriguez, 1985., Canté et al., 1996).

2.2 Sinonimia

La babesiosis bovina también, conocida también como, fiebre de garrapatas, fiebre
de Texas, piroplasmosis, ranilla roja, hemoglobinuria enzodtica, ictericia maligna,
red water o enfermedad de la tristeza (Vizcaino, 1980; Mateus, 1990; Goés et al.,
2007; Hunfeld et al., 2008).

2.3 Etiologia

El género Babesia pertenece al Phylum Apicomplexa (Tabla 2), un linaje eucariota
a principios de la ramificacion, que se caracteriza por la presencia de un complejo
apical y un citoesqueleto unico distinto de la de otros eucariotas (Gordon y Sibley,
2005).

Son apicomplexas tipicos con reproduccion alternante (sexual-asexual) y complejo
apical, aunque incompleto, con roptrias, anillo polar y micronemas (Figura 2)
(Cordero del Campillo, 1999).

Estos son organismos protozoos que no poseen cilios, ni pseuddpodos, ni flagelos;
con excepcion de algunos microorganismos que son flagelados se alimentan por
pinocitosis a partir de globulos rojo, el movimiento de estos zoitos se realiza por
deslizamiento y contracciones corporales (Cordero del Campillo, 1999; Mufoz,
2016).



Tabla 2. Clasificacion Taxondmica de Babesia spp.

Reino Protista
Subreino Protozoo
Filo Apicomplexa
Clase Aconoidaisa
Subclase Piroplasmea
Orden Piroplasmida
Familia Babesiidae
Género Babesia
Especie Bovis/Bigemina

Fuente: Adapatado de Levine (1971).
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Figura 2. Figura de un eritrocito de bovino parasitado por un zoito de
Babesia spp. mostrando organelos.

Fuente: Adaptado de Gohil et al. (2010)



B. bovis puede presentarse en forma redondeada o anillada, alargada y en forma
de pera (piriforme), ocupando una posicién cerca de la periferia de la célula y mas
rara vez en la superficie de los gldébulos rojos. En frotis sanguineos (Figura 3), las
células parasitadas tienden a situarse en grupos. La forma redondeada mide 1 a 2.5
micras y la piriforme mide 2 a 2.5 micras. (Solorio y Rodriguez, 1997a).

Babesia bovis

Figura 3. Frotis sanguineo tefido con Giemsa: B. bovis en el interior de
un eritrocito de bovino, bajo el objetivo de 100x.

Fuente: Fotografia Laboratorio Unidad de Babesiosis, (CENID-SAI INIFAP).



B. bigemina se presenta en el interior del eritrocito ocupando un espacio entre el
centro y margen, de forma redondeada, ovalada o irregular (Figura 4). La forma de
pera, mide de 3 a 4 micras de largo por 0.8 a 1.2 micras de ancho. Los parasitos se
aproximan y se encuentran por sus extremos puntiagudos (Solorio y Rodriguez,
1997a).

Babesia bigemina

Figura 4. Frotis sanguineo tefiido con Giemsa: B. bigemina en el interior de
un eritrocito de bovino, bajo el objetivo de 100x.

Fuente: Fotografia Laboratorio Unidad de Babesiosis (CENID-SAI INIFAP).
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2.4 Distribucion Geografica

La babesiosis bovina se puede encontrar en cualquier lugar donde existan
garrapatas, ya que es el principal vector, este tiene una amplia distribucion en zonas
tropicales, subtropicales y templadas de América Latina (Rojas et al., 2004). Sin
embargo, B. bovis y B. bigemina también tienen una presencia mundial importante
(Figura 5), se han realizado reportes en Asia, Africa, partes del Sur de Europa y
Australia (CFSPH, 2008).

WAHDOIED 10 \E'I
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|| Eventos*en'c l

urse
r-.Enfermedad s0sp echosa pero N confirmada, limitada a una o mis zonas

Figura 5. Mapas de distribucion de las babesiosis bovina en el semestre de julio a
diciembre del 2017.

Fuente: WAHID-OIE® (2018).
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2.5 Transmision

Las especies de Babesia se transmiten mediante garrapatas que se infectan al
ingerir parasitos que se encuentran en la sangre del bovino infectado. Los
principales vectores de B. bigemina y B. bovis son Rhipicephalus (Boophilus)

microplus y Rhipicephalus (Boophilus) annulatus (CFSPH, 2008).

Entre los factores que favorecen la transmision del agente se menciona al estadio
de la garrapata. Por su parte, las condiciones meteoroldgicas que se consideran
como factores importantes son la temperatura y humedad relativa. La ovoposicién
a temperaturas de 30° a 37°C, induce el desarrollo de estadios infectivos de B. bovis
y B. bigemina en los huevos de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) spp. y un
nivel 6ptimo de 80% de humedad relativa es necesario para un eficiente desarrollo
(Hodgson, 1991; Alvarez y Canto, 1985).

2.6 Periodo de incubacion

Los signos de las infecciones de B. bigemina y B. bovis generalmente aparecen dos
a tres semanas después de la infestacion con garrapatas, sin embargo, con la
inoculacion directa en sangre, el periodo de incubacién puede ser de tan sélo cuatro
a cinco dias para B. bigemina y de 10 a 12 dias para B. bovis (CPSHF, 2008).

2.7 Epidemiologia

Este concepto se basa en la coexistencia de tres factores; vector, parasito y
hospedador, ademas, de estar condicionada por la presencia de factores bidticos y
abidticos que afectan la transmision (Benavides, 1992; Jonsson et al., 2008;
Regassa et al., 2003). Estos factores interactuan entre si determinado la presencia

de la babesiosis en una region (Guglielmone, 1995).
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2.7.1 Estabilidad enzooética

La Norma Oficial Mexicana NOM-019-Z00-1994, Campafa nacional contra la
garrapata Boophilus spp. Define la Estabilidad enzodtica: como la condicién en la
que una gran proporcion de la poblacién animal es inmune a la babesiosis y se

conserva un equilibrio entre el agente causal y el hospedero.

En estas zonas endémicas se presenta un equilibrio entre el nimero de vectores,
la tasa de inoculacion 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 del proceso (McCosker, 1981; Garcia,
1989; Brown et al., 1990; Solis, 1991). Ya que esta inmunidad, es 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 inoculacion de parasitos, lo cual permitira que el reto inmunolégico
permanente garantice a los hospedadores la ausencia de signos de la enfermedad
(Bentancourt, 1996; Jonsson et al., 2008).

Cuando la tasa de inoculacién no es elevada para asegurar la transmisién continua
del parasito, entre el vector y la poblacién, pueden resultar brotes de babesiosis
(Ramirez-Cruz et al., 1997), esta situacion es conocida como inestabilidad
enzootica. Aqui las infecciones se encuentran acompafadas de cuadros clinicos,
ademas de la presencia de brotes epizodticos, lo que desencadenara disminuciones
en los sistemas de produccién de carne y leche, déficit en la reproduccion debido a
la alteracion en la calidad del semen y la generacion de abortos, postracién en

animales de trabajo y finalmente, muerte del animal.
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Aunado a este se presenta incremento en los costos de manejo del sistema de
produccion, debido al tratamiento con farmacos, atencién medica veterinaria y
ademas del control de vectores (Blood, 2002; Ogden et al., 2005; Vieira y Sastre,
2007; Jonsson et al., 2008).

Aunque los brotes de la babesiosis estan relacionados con la primera exposicion de
los animales jovenes al protozoario; hay evidencia de que el manejo, estado
nutricional del hospedero y condiciones del ambiente son factores que contribuyen
a la aparicion de brotes de babesiosis (Mohamed y Yagoub, 1990; Jorgensen et al.,
1992; Payne y Scott, 1992.)

2.8 Ciclo biolégico de Babesia spp.

El ciclo biolégico de la babesiosis en un proceso complejo formado por tres
elementos: el vector, el parasito y el hospedero (Alvarez y Canto, 1985). En donde
se alternan dos fases reproductivas para el desarrollo del protozoario; una fase
asexual que se desarrolla en los eritrocitos del hospedero vertebrado y una fase

sexual en el hospedero invertebrado (Figura 6).

Babesia spp. utiliza estrategias de adaptaciéon que le han permitido desarrollar
interacciones de larga duracion con sus hospedadores; la parasitemia baja en el
vertebrado, asi como la transmision transovarica y transintestinal en la garrapata
permiten una equilibrada dinamica que permite la persistencia de Babesia spp. a

largo plazo en el ecosistema (Chauvin et al., 2009).
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Figura 6. Ciclo biolégico de Babesia spp.

Fuente: Adaptado de Hajdusek et al. (2013).

El bovino se infecta durante la fase de ingurgitacion de la garrapata por la
inoculacion de esporozoitos de Babesia spp. con la saliva. Los esporozoitos
penetran directamente en los eritrocitos, donde se desarrollan todas las fases del
parasito. Primero se producen dos merozoitos por fision binaria (Chauvin et al.,
2009).
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Los merozoitos producidos en los eritrocitos dejan la célula huésped e
inmediatamente invaden a mas eritrocitos produciéndose merogonias
sucesivamente. La multiplicacion es asincrona y se puede presentar varias etapas
de division del parasito en el torrente sanguineo al mismo tiempo. Esta divisidon
asexual continua indefinidamente hasta que el huésped muere o el parasito es
eliminado (Hodgson, 1991; Chauvin et al., 2009).

Cuando los eritrocitos infectados con Babesia son ingeridos por las garrapatas, la
mayoria de los parasitos son destruidos, sin embargo algunos estadios del parasito
sobreviven tales como los pre-gametocitos para posteriormente convertirse en
gametocitos que se fusionaran en el lumen del tracto digestivo para formar un zigoto
alargado de 8 a 10 ym de longitud y contara con un organelo parecido al pico de
una cabeza de flecha que facilitara la penetracion hacia las células del intestino
medio. Una vez que el zigoto se ha internalizado, este se trasforma en una fase
movil, denominada oocineto. El oocineto escapara del epitelio del intestino medio e
invadira los tejidos del cuerpo de la garrapata incluyendo los ovarios donde muchos
huevos seran infectados con el protozoario (transmision transovarica). (Chauvin et
al., 2009; Vasco, 2013).

Posteriormente Babesia se multiplicara asexualmente, continuando como
esporogonia y el desarrollo de numerosos kinetos; la infeccion con Babesia se va
adquiriendo durante una etapa de la vida de la garrapata a la siguiente (transmision
transestadial) (Vasco, 2013). El desarrollo mas significativo de Babesia ocurre
cuando los kinetos invaden las células de la glandula salival para después
convertirse en esporozoitos infectivos. Esto sucede dentro de las primeras 24 horas
después de lafijacion de la garrapata con el hospedero vertebrado, la diferenciacion
de los kinetos a los esporozoitos infectivos sucede a una estimulacion en la
alimentacion o un estimulo de la temperatura de (37°C) (Dalgliesh J et al., 1978).
Los esporozoitos representan la fase infecciosa del parasito en el huésped
mamifero. Los parasitos B. bovis generalmente pueden ser infecciosos dos a tres
dias posteriores a que se prenden a las larvas de las garrapatas y se pueden

transmitir a través de las larvas. Por el contrario, B. bigemina madura
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aproximadamente nueve dias después de que la larva de garrapata se prende y
sblo se transmite a través de ninfas y adultos (Vasco, 2013). Después de un
complicado proceso miles de esporozoitos son formados en cada célula ascinar
infectada de la glandula salival. Los esporozoitos maduran dentro de los primeros 5
dias de que la garrapata comienza a alimentarse; este periodo es importante porque
la mayoria de los esporozoitos llegan a infectar durante un periodo corto de
alimentacion en el hospedero invertebrado, transmitiéndose por medio de la saliva

de la garrapata (Young y Morzaria, 1986).

2.9 Generalidades sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus

La garrapata del ganado bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus es
responsable de graves danos econdmicos causados por pérdida de sangre del
bovino a través de las picaduras y alimentacion de las garrapatas, lesiones a pieles
y ubres, inyeccion de toxinas en la saliva de la garrapata, debilidad del ganado,
mortalidad causada por las enfermedades que transmiten como la babesiosis,
pérdidas en la ganancia de peso vivo, en la produccion de leche y por el gasto en
ixodicidas para su control (Fernandez y Garcia 1994). La garrapata presenta cuatro

estadios bioldgicos de desarrollo: huevo, larva, ninfa y adulto.

1. Huevo: Los huevecillos son muy pequefios, miden en promedio 554um
de largo por 409um de ancho (Gallardo y Morales, 1999).

2. Larva: Las larvas son de color rojizo y unicamente tienen 3 pares de
patas; cuentan con el tamafio de 0.9mm, se les encuentra en masas en
la tierra, en el pasto o en los potreros en que ha sido pastoreado el ganado
infestado (Metcalf y Flint, 1982).

3. Ninfa: Las ninfas presentan la misma coloracion que las larvas son mas
grandes y presentan un par adicional de patas (Metcalf y Flint, 1982).

4, Adulto: Poseen un capitulum corto y derecho. Las patas son de color
amarillo palido y existe un amplio espacio entre el primer par de patas y
el hipostoma (aparato bucal). El cuerpo tiene forma entre ovalada y
rectangular y el escudo es ovalado y mas ancho en la porcién anterior. El
hipostoma es corto y derecho (CFSPH, 2007).
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2.9.1 Ciclo de vida de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es una garrapata de un sélo hospedero; es
decir, que pasa todos sus estadios de vida en un animal (CFSPH, 2007). El ciclo de

vida de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se muestra en la figura 7.

Tamafio 2 %

Oviposicion en el suslo

Figura 7. Ciclo biologico de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, incluyendo los estadios dentro del hospedero y fuera del
mismo.

Fuente: Rodriguez-Vivas et al. (2006).
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Inicia con la eclosion del huevo ovopositado por la garrapata hembra en un sitio
humedo y protegido de la luz, del cual emerge la larva. Donde permanece
resguardada para después buscar un hospedador del cual alimentarse (Waladde et
al., 1996). Una vez que las larvas se adhieren al hospedador ocurrira la primera
muda para convertirse en ninfa, esta fase se seguira alimentando de la sangre del
hospedador y ocurrirda una segunda muda e donde la garrapata se convertira en la
fase adulta (Sonenshine et al., 2002; Anderson y Magnarelli, 2008). En esta fase se
presenta la diferenciacion sexual de las garrapatas y sucede el apareamiento,
después de lo cual la garrapata hembra repleta de sangre cae del hospedador en
donde busca un lugar humedo y protegido en el cual poner sus huevos, después de
la ovoposicidn la garrapata hembra muere completando asi el ciclo de vida de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Waladde et al., 1996; Sonenshine et al., 2002;
Anderson y Magnarelli, 2008).

2.10 Morbilidad y Mortalidad

Los indices de mortalidad son altamente variables. El tratamiento y la exposicion
previa a la vacunacion, como asi también la especie y cepa del parasito, pueden
afectar el resultado. Los bovinos pueden desarrollar una resistencia de por vida a
una especie después de la infeccion; también se puede observar cierto grado de
proteccion contra otras especies de Babesia (CFSPH, 2008). Sin embargo, esto
también dependera del estado fisioldgico del animal, edad, sexo, condicion corporal,
nutricion, lugar de procedencia, entre otros. Se tiene conocimiento que en zonas
endémicas donde la transmision de garrapatas es elevada durante toda el afio, los
animales tiende a contraer la infeccion cuando son jovenes, creando una inmunidad
adquirida volviéndolos inmunes, sin embargo, este equilibrio puede verse alterado,
debido a factores como; cambio de clima y si se realizan tratamientos acaricidas
que disminuirian la cantidad de garrapatas por lo cual, los animales no se infectaran
durante el periodo inicial critico generando brotes de la enfermedad (Ramirez-Cruz
etal., 1997) .

La susceptibilidad a la enfermedad varia segun la raza y sus cruzas. Bos indicus y

las cruzas de B. indicus con Bos taurus son mas resistentes que B. taurus. En razas
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totalmente susceptibles, es posible que muera hasta mas del 50% de los animales
adultos no tratados y hasta el 10% de los animales tratados (CFSPH, 2008).

2.11Patogenia

En la babesiosis se pueden desarrollar diferentes tipos de acciones patdgenas, tales
como: accion mecanica (ruptura de glébulos rojos); accion téxica (liberaciéon y
excrecion de productos toxicos tras el metabolismo de los zoitos, demostrada a nivel
de SNC) y accién expoliadora en cuanto compite por determinadas sustancias del
organismo hospedador como es el caso de la hemoglobina en los eritrocitos
(Cordero del Campillo, 1999).

Las cepas virulentas de B. bovis provocan un sindrome de shock ocasionado por la
hipotension, combinado con inflamacién generalizada, no especifica; trastornos de
la coagulacién y secuestro de los eritrocitos en los capilares; en cambio con las
cepas de B. bigemina, los efectos patogénicos se relacionan mas con la lisis de

eritrocitos (Manual Merck de Veterinaria, 2007).

Las infecciones con B. bovis son mas patdégenas debido a la signologia nerviosa
que sugieren un mal prondstico. Sin embargo, las infecciones con B. bigemina que

presenten hemoglobinuria presentan un prondstico es reservado (CFSPH, 2008).

Si el animal sobrevive se convierte en portador, tiempo en el cual se mantiene una
infeccion subclinica innocua mediante un delicado equilibrio inmunoldgico entre

protozoarios y anticuerpos (Blood et al., 1987).

2.11.1 Fisiopatologia de la fiebre

Uno de los signos clinicos principales y caracteristicos de la babesiosis es el
aumento de la temperatura. En los bovinos los rangos normarles de temperatura
van de 38 a 40°C, dependiendo de diversos factores, como la raza, edad y el
ambiente en el que se encuentre localizado; la fiebre o pirexia es la alteracién o
adaptacion de la termorregulacion normal, como respuesta a reacciones

sistematicas o infecciosas (Trigo y Valero, 2004).
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La fiebre es provocada por una variedad de pirdbgenos como; complejos
inmunitarios, causas de inflamacién, farmacos o exposicion a microorganismos
tales como lo son B. bovis y B. bigemina. Estos agentes estimularan la produccién
de pirégenos endogenos, estos pueden ser liberados por células de la linea
monocito- macrofagica (Johnson, 1996) o por citoquinas circulantes tales como; la
interleuquina 1a y B, la interleuquina 6, el factor de necrosis tumoral a y B y el

interferén a y B.

Los efectos producidos por la citoquina circulante son; aumento de la quimiotaxis,
aumenta de la capacidad oxidativa, estimulacion la produccién de linfoctios B y
anticuerpos, aumento de capacidad citotéxica de linfocitos T (Matthew, 1991) las
observaciones in vitro sugieren que la fiebre desempefa una importante funcion en

la potenciacion de la respuesta inmune (Alpizar y Medina, 1999).

Estas citoquinas circulantes interactuan con elementos sensoriales en el 6rgano
vascular de la lamina terminal donde se promueve la sintesis de prostaglandinas E2
que se difundiran atreves de la barrera hematoencefalica hasta el area pre-éptica

del hipotadlamo produciendo la liberacién de citoquinas (Blatteis, 1992; Moltz, 1993).

Cuando aumenta el umbral de temperatura, el animal inicia la respuesta para
conservar y producir calor hasta que la temperatura del cuerpo alcanza el nuevo
umbral. La vasoconstriccion periférica, la piloereccién y la conducta para
amontonarse son caracteristicas del comienzo de la fiebre. Cuando se alcanza el
nuevo umbral, el animal mantiene su cuerpo a la nueva temperatura hasta que los
pirdgenos se metabolizan y cesa su produccion. Cuando esto ocurre, el umbral
vuelve a descender a su nivel normal y el animal inicia los mecanismos para perder
calor como la vasodilatacion y la sudoracion para disminuir la temperatura corporal
(Bradley, 2014).

La aparicion de signos clinicos es paralela al aumento de parasitemia. La
temperatura rectal alcanza un maximo de 41 a 41.5°C, dos o tres dias después que
la parasitemia es destacable (Mahoney, 1977; Purnel, 1981); por su parte Callow y
Pepper en 1974, encontraron una fuerte correlacion estadistica entre la parasitemia

y la fiebre, por cada pico de parasitemia se produce un aumento en la temperatura
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rectal. Acompanando este incremento en la temperatura, el hospedero bovino
empieza a mostrar signos de desasociego, anorexia, debilidad, cese de la motilidad
ruminal y disminucién de la produccién lactea (Mahoney, 1977; Blood, 1979). La
fiebre acompafa a la sintomatologia clinica hasta que la temperatura decrece a
niveles subnormales, lo cual ocurre 24 horas antes de la muerte (Callow y M'cGavin,
1963; Aragon, 1976).

2.11.2 Fisiopatologia de la anemia

En la babesiosis de los bovinos se hace presente una anemia que en la mayoria de
los casos no es proporcional al numero de eritrocitos parasitados, por lo que se
siguiere que la anemia tenga un origen inmunologico (Morilla-Gonzéalez, 1981). Los
eritrocitos parasitados por B. bovis tienden a pegarse entre si, provocando trombos
en capilares pequenos pertenecientes al SNC provocando un signologia nerviosa
(Wright, 1972).

Este fendmeno esta ausente en las infecciones ocasionadas por B. bigemina en la

que los signos clinicos generados son atribuidos a una anemia hemolitica.

Diversos autores han sugerido que la anemia puede ser ocasionado por diversas
causas como: la adhesion del antigeno de Babesia a la superficie del eritrocito, lo
cual provoca que estos sean reconocidos como cuerpos extrafos y sean
fagocitados por el sistema fagocitico mononuclear (Curnow, 1968; Morilla, 1972;
Jennings, 1976).

La fagocitosis de los eritrocitos no infectados, se debe a que se adhieren antigenos
de la Babesia, y también al incremento de la actividad en el sistema fagocitico
mononuclear, que ocurre durante la babesiosis, asi como los cambios en la
membrana, que dan como resultado alteraciones en la forma e incremento de la
fragilidad osmdtica de los gldbulos rojos no infectados, lo cual, los predispondria a

una lisis espontanea, particularmente en los capilares sanguineo (Wright, 1973).
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2.12 Signos clinicos

Los signos clinicos varian segun la edad del animal y la especie y cepa del parasito
(CFSPH, 2008). Generalmente B. bovis presenta una patogenicidad mas alta que
B. bigemina. Las infecciones se caracterizan por fiebre alta, ataxia, anorexia, shock
circulatorio general y signologia nerviosa debido al secuestro de eritrocitos
parasitados en los capilares cerebrales. En casos agudos el porcentaje de eritrocitos
parasitados en la sangre circulante es menor al 1%. Esto contrasta con las
infecciones por B. bigemina, donde la parasitemia excede del 10% y puede llegar a
un 30% (OIE, 2014).

Los animales infectados por B. bigemina desarrollan anorexia. Los signos clinicos
caracteristicos son debido a la hemolisis y a la anemia; ademas, los animales
presenten cambios en su comportamiento, pierden el apetito, se rezagan del hato,

se muestran deprimidos y se rehusan a moverse.

Las membranas mucosas se presentan palidas ademas de evidencia de taquicardia
y taquipnea. Generalmente se desarrolla anemia con rapidez, que suele estar
acompafada por hemoglobinuria y hemoglobinemia (CFSPH, 2008), este tipo de
sintomatologia se presenta en co-infecciones con Anaplasma marginale. Y esta
ocasionada debido a la lisis de los eritrocitos y a la presencia de hemoglobina libre,
la cuenta de hematies puede descender a 1 0 2 millones de eritrocitos por mm? de
sangre. Se ha considerado que los signos clinicos de la anemia no son los
responsables de la muerte, sino que esta asociado a la liberacién de metabolitos
del parasito provocando la activacion de mecanismos fisioldgicos que generan una
inflamacion generalizada, shock y muerte del animal (Quiroz, 2000). En los casos
subagudos puede presentarse ictericia. También se puede observar diarrea o
estrefimiento a la par se puede manifestar un sindrome de insuficiencia respiratoria
con disnea en animales afectados gravemente. La fiebre puede ocasionar abortos

en vacas prefiadas y los toros presentan una baja en la fertilidad (CFSPH, 2008).
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Las infecciones con B. bovis son similares, pero presentan una gravedad mayor, sin
embargo, la hemoglobinuria y hemoglobinemia son muy poco frecuentes. Ademas
los eritrocitos infectados pueden quedar secuestrados en los capilares cerebrales,
lo que deriva en una signologia nerviosa, ataxia, rechinar de dientes y delirio. Parte
del ganado bovino se puede presentar postrado con movimientos involuntarios en
miembros posteriores; se ha observado que la mayoria de los animales con signos
nerviosos mueren (CFSPH, 2008).

2.13 Inmunologia

A pesar de los avances existentes, todavia se desconocen algunos aspectos de la
respuesta inmune en los bovinos. Se sabe que estos rumiantes difieren del humano
y de otros animales en la forma de transferencia de inmunidad materna, en el
contenido y composicion de inmunoglobulinas en calostro y leche, ya que debido a
su estructura placentaria no hay paso de las inmunoglobulinas (Garcia-Tapia et al.,
2003).

Se ha observado que en infecciones por hemoprotozoarios se ven involucradas
tanto la inmunidad innata como la inmunidad adquirida. La inmunidad adquirida es
resultante de la inmunizacién o de la infeccidon constante al parasito (Fell y Smith,
1998).

Durante la infeccidén aguda se generara una respuesta inmunoldgica innata (Figura
8), donde sucedera la activacion de macrofagos debido al parasito, produciendo
citoquinas pro-inflamatorias y productos de factores solubles tales como 6xido
nitrico (NO) y especies reactivos de oxigeno (ROS). El tiempo y los niveles de
produccion de estas moléculas seran las encargadas de la solucién de la infeccion
y a la vez de la funcion fagocitica de los macréfagos contra el parasito, llevando a
la recuperacion de la enfermedad aguada y a una infeccion persistente. Sin
embargo, la sobreproduccion de citoquinas inflamatorias como el Factor de necrosis
tumoral (TNF) podria provocar una severa patologia, resultando en una babesiosis

cerebral y, por ultimo, la muerte.
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En el caso de bovinos que se hayan recuperado de la fase aguda, estos presentaran
una inmunidad adquirida, que se encuentra relacionada con estimulacion del
interferén (IFN- y) producida por las células CD4, a su vez el IFN-y generara a los
macrofagos los cuales produciran citoquinas tales como; IFN-I, IL-12, IL-18 y TNF-
a. La primera de ellas activa a las células NK para producir altos niveles de IFN-y,
asi mismo promueve la diferenciacion de Th2 para producir IL-4. Se reactivan los
macrofagos y la IL-4 induce a los linfocitos B para la produccion de 1gG1 e I1gG2
(Brown y Palmer, 1999).

Se sabe que los bovinos infectados que se hayan recuperado de una infeccion
aguda, desarrollaran una inmunidad de por vida frente a la reinfeccion con las
mismas especies volviéndose resistente a la enfermedad clinica (Bock et al., 2008).
La respuesta inmune adaptativa es la respuesta subsecuente a la presentacion de
antigenos del parasito (Brown y Palmer, 1999; Homer et al., 2000; Brown et al.,
2001b).

b Infeccion aguda Inmunizado/reinfeccion
b S .
Macrofago
CD4
IFN tipo 17 -
IL-12 JL -

' ( IL-8
| ® ]— TNF—

Babesiosis 1aG1
Proteccion g
cerebral | ng

Figura 8. Mecanismos postulados de la inmunidad innata y adquirida contra B.
bovis y B. bigemina.

Fuente: Adaptado de Brown y Palmer (1999).
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2.14 Lesiones post mortem

En los hallazgos post mortem se pueden observar las membranas mucosas
generalmente palidas y pueden presentar ictericia; la sangre puede parecer diluida
y acuosa; también puede aparecer ictericia en el omento, grasa abdominal y tejidos
subcutaneos. El bazo se agranda notoriamente con una consistencia pulposa y
friable y una coloracién oscura. El higado puede estar agrandado con una coloracion
oscura o ictérica y la vesicula biliar distendida con bilis espesa y granular. Los
rifones generalmente tienen un color rojo oscuro 0 negro y la vejiga generalmente
contiene orina rojiza amarronada; sin embargo, en algunos casos, la orina puede
ser normal. Ocasionalmente, los pulmones presentan signos de edema pulmonar.
Otros 6rganos, incluido el corazon y el cerebro, pueden presentar petequias o
equimosis, o estar congestionados y la superficie del cerebro puede tener un
aspecto rosado (CFSPH, 2008).

2.15 Métodos de control para la babesiosis bovina

Para el control de esta enfermedad se han tomado en cuenta actividades de

integracion dirigidas hacia; el vector, el parasito y el hospedero (Alvarez, 1991).

2.15.1 Control del vector

Este método consiste en romper el ciclo de transmision de la enfermedad, este se
puede lograr mediante la aplicacion de acaricidas al hospedador. Este
procedimiento llega a ser rutinario para el control profilactico de un sistema de
produccién. A pesar de que el control de Rhipicephalus (Boophilus) microplus se
basa en el uso de acaricidas, estos quimicos ya no son confiables y viables, debido
a que ha existido un uso indiscriminado, propiciando a que este género de
garrapata haya desarrollado una resistencia contra todos los productos quimicos
utilizados para su control. Aunado a las desventajas al utilizar este tipo de controles
se encuentran preocupaciones; debido al manejo de los residuos de los pesticidas
en la carne para consumo humano y repercusiones en el ambiente (Kemp et al.,
1991).
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2.15.2 Control en la movilizaciéon del ganado

La movilizacion en el ganado es recomendada cuando se desea evitar que animales
procedentes de hatos infectados con garrapatas o portadores de la enfermedad
sean introducidos a areas libres (Osorno, 1978). En México la campafia nacional
contra la garrapata Boophilus spp. indica que los animales originarios de zonas en
control o en erradicacién podran movilizarse siempre y cuando se cumplieran con
algunos requisitos, tales como la presentacion de una constancia de tratamiento

garrapaticida.

2.15.3 Uso de ganado resistente

Las razas B. indicus han demostrado una mejor resistencia contra las garrapatas en
comparacion con las razas B. taurus. Se estima que el ganado B. indicus presenta
del 10 al 20% menos garrapatas que el ganado B. taurus (Jonsson, 2006). Estos
animales desarrollaran una inmunidad a la infestacion con garrapatas, generando
una estabilidad endémica favoreciendo a que las pérdidas del ganado local sean
insignificantes. Un inconveniente es la baja productividad de este ganado esto ha
conducido al uso de ganado de tipo europeo encastado con cebuino (Ramirez-Cruz
et al., 1997).

2.15.4 Inmunizacion

La inmunizacion contra Babesia spp. es el procedimiento que ofrece las mejores
perspectivas para el control y proteccion para la solucion contra el complejo

problema de la babesiosis bovina (Ramirez-Cruz et al., 1997).

Se ha realizado en el organismo del bovino una premunicion, este método consiste
en la transferencia de sangre de un bovino recuperado o portador del parasito a
bovinos susceptibles. La sangre de estos animales inducira, reacciones menos
severas en los receptores que la de animales con casos sintomaticos (Callow y

Tammemagi, 1967).
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También se han elaborado vacunas empleando parasitos muertos con resultados
variables en diferentes intentos para inducir inmunidad; estas vacunas se han usado
solo experimentalmente y los desafios han sido con cepas analogas (Ramirez-Cruz
et al., 1997).

Asimismo, se han utilizado como control de la enfermedad la exposicion de
parasitos atenuados, para promover una respuesta inmune (Garcia et al., 2003). La
presentacion de reacciones postvacunales intensas y la necesidad de tratamiento
terapéutico encausaron la investigacion hacia la atenuacion de cepas de Babesia,
para lo cual se han utilizado los pases rapidos en becerros esplenectomizados y la
radiacion a fin de no hacer patogénicos a los parasitos pero manteniendo su
inmunogenicidad (Ramirez-Cruz et al., 1997). En México el INIFAP ha desarrollado
una vacuna mixta atenuada contra Babesia bovis y Babesia bigemina, utilizando
una clona irradiada de B. bovis y una cepa de B. bigemina que ha sido atenuada
por un numero indefinido de pases en cultivo in vitro (Rodriguez, 1985; Vega et al.,
1985).

2.16 Tratamiento

La quimioterapia de la babesiosis es importante para el control de la enfermedad ya
sea para tratar casos de campo o para el control de infecciones experimentales
(Rodriguez y Trees, 1996). En el pasado se enfocaba mas en la erradicacién de la
enfermedad que en el tratamiento mismo del ganado infectado por babesiosis,
principalmente en paises donde el objetivo principal es la erradicacion de la
garrapata; sin embargo, la quimioterapia ha sido importante para el control y
prevencion de la babesiosis (Kuttler, 1981).En areas endémicas, los animales
enfermos deberian ser tratados lo mas rapido posible con farmacos antiparasitarios.
El éxito del tratamiento dependera del diagnostico temprano y la pronta
administracion del farmaco efectivo (Vial y Gorenflot, 2006). Dentro de los
componentes efectivos contra Babesia spp. destacan los derivados de la diamidina
y el dipropionato de imidocarb. El uso de este tipo de drogas esta dirigido a la
eliminacion del hemoparasito en el huésped (Solorio y Rodriguez 1997a); sin

embargo, en casos severos de la enfermedad puede ser necesaria una terapia de
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apoyo como transfusiones de sangre, medicamentos antiinflamatorios, eliminacién
de garrapatas, preparaciones de hierro, dextrosa, vitaminas (complejo B) y fluido
terapia (Kuttler, 1981; Zintl et al., 2003).

2.17 Hematocrito

Siendo la babesiosis una enfermedad en donde el protozoario lleva su ciclo
bioldgico dentro del eritrocito, es comun y concordante que los signos clinicos de
esta enfermedad estén asociados alteraciones con células de la serie roja. Las
células suelen constituir de un 30 a 60% del volumen de la sangre (segun la
especie). La fraccion de células que componen a la sangre se denomina
hematocrito y se determina centrifugando una determinada cantidad de sangre a la
que se ha anadido anticoagulante. Las células son mas pesadas que el plasma; por
tanto, se depositan en el fondo del tubo durante la centrifugacion, por lo que el
hematocrito también se llama volumen de células empaquetadas; esta técnica
proporciona datos importantes para el diagndstico de enfermedades (Bradley,
2014). Durante el transcurso de la enfermedad el hematocrito del bovino
descendera gradualmente a partir la infeccion, este descenso esta relacionado con
el incremento exponencial de eritrocitos parasitados y con la disminucion de
temperatura rectal, en los bovinos el rango normal de hematocrito es de 30 a 40%
(Calzada et al., 2002).

2.18 Diagnéstico

El diagndstico de la babesiosis bovina es una herramienta importante para el control
y prevencion de la propagacion de la enfermedad (Mosqueda et al., 2012). De otra
forma el realizar diagndsticos diferenciales permitira lograr una mejor identificacion
del agente causal. La rabia paralitica bovina pueden considerarse entre los
diagnésticos diferenciales, particularmente si se sospecha de B. bovis (Ramirez-
Romero et al., 2011). El diagnostico se puede llevar a cabo mediante la observacion
de los signos clinicos (Carrique y Ribera, 1999), ademas de uso de pruebas de
laboratorio, tales como; pruebas serologicas, moleculares de laboratorio y examen

microscopico (Tabla 3).
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Tabla 3.

Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la babesiosis
bovina y su propdsito.

Propésito
Métodos Demostrar Demostrar Contribuir a Confirmar Determinar Determinar el
ausencia ausencia de las politicas casos la estado
de infeccion en de clinicos prevalencia inmunitario
infeccion animales erradicacion dela en animales
enla individuales infeccion- o poblaciones
poblacion antes de los vigilancia tras la
desplazamien vacunacion
tos
Identificacion del agente
Examen - + - e+ _

microscopico

PCR

+++

+++

Deteccion de respuesta inmunitaria

ELISA

IFI

+++

+++

+++

++

+++

+++

Clave: +++: método recomendado; ++: método idoneo; +: puede utilizarse en
algunas situaciones, pero el costo, la fiabilidad entre otros factores limitan mucho
su aplicacion; -: no adecuado para este propdsito.

Fuente: Adaptado de OIE (2014).

Los parasitos de Babesia pueden identificarse debido a los diferentes estadios que

presentan en el hospedero vertebrado y en el hospedero invertebrado. Siendo de

gran ayuda para la realizacion de métodos de diagndsticos directos (Mosqueda et

al., 2012).
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2.18.1 Métodos directos

2.18.1.1 Frotis sanguineo

Es una de las formas directas de diagndstico en observacion de parasitos mediante
la elaboracion y examen microscépico del extendido sanguineo tefiido. Se
recomienda siempre para el diagnostico de hemoparasitos que la toma sanguinea
se haga de los capilares auriculares o caudales. Se utilizan dos tipos de extendidos
sanguineos: los extendidos gruesos y los delgados, proporcionando cada uno de
ellos distinta informacion, los de tipo grueso permiten examinar una mayor cantidad
de sangre, lo cual aumenta la probabilidad de detectar infecciones leves, en los
extendidos delgados las caracteristicas morfolégicas de los parasitos sanguineos
se observan mejor (Dominguez, 1992). Se puede recurrir a las tinciones de tipo
Romanowsky y las modificadas de esta (Giemsa, Leishman, Wright) (Solorio y
Rodriguez, 1997b).

2.18.1.2 Impronta cerebral

La técnica consistira en tomar una muestra pequefia de materia gris de la corteza
cerebral post mortem, se colocara en el portaobjetos, se fija con metanol, se tife
con Giemsa y se visualiza en el microscopio (Ristic, 1981). Casi el 100% de
eritrocitos presentes en los capilares del cerebro se encontraran infectados
(Uilenberg, 1972).

2.18.1.3 Prueba de hemolinfa

Se trata de identificar hembras de garrapatas infectadas con Babesia, esta prueba
se basa en la deteccidn de los kinetos siendo un estadio de las células sexuales
durante el ciclo biolégico de Babesia, estos kinetos se observaran en la hemolinfa
de la garrapata. Para esta técnica, un artejo de la garrapata es cortado con tijeras
pequefas para obtener una gota de hemolinfa. Esta es colocada en un portaobjetos
esta es secada, fijada y tefida con Giemsa. Se visualizara al microscopio tratando

de hallar los kinetos (Mosqueda et al., 2012).
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2.18.1.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las pruebas diagndsticas basadas en acido nucleico son muy sensibles y
confiables, en especifico para la deteccion de B. bovis y B. bigemina en bovinos
infectados (Buling et al., 2007; Criado-Fornelio, 2007).

Se ha demostrado que el diagnostico por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) ofrecen una sensibilidad 1000 veces mayor a comparacion de los métodos
por microscopia para la deteccién de Babesia spp. permitiendo una deteccion del
parasito en parasitemias de entre el 102 % y el 107 % (1 parasito por cada 10°
hematies) (Criado-Fornelio, 2007).

2.18.2 Métodos indirectos

2.18.2.1 Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl), originalmente se utilizé para
estudios de B. equi y B. caballi, posteriormente se ha utilizado para la deteccion de
anticuerpos contra Babesia spp. en sueros; desde entonces, se ha considerado
como una excelente prueba de diagndstico en bovinos portadores asintomatico, por
su alta sensibilidad y alta especificidad (>90,0%). Esta técnica esta basada en la
capacidad de la globulina del anticuerpo en combinarse quimicamente con un

colorante fluorescente o fluorocromo, sin perder su reactividad inmunolégica.

La reaccion se visualiza al ser iluminada con luz ultravioleta de alta intensidad. Los
sueros diagnosticados como positivos son aquellos en los que se observa el

parasito con una coloracion fluorescente (Dominguez, 1992).

2.18.2.2 Prueba de ELISA

Es la union covalente de enzimas a las moléculas de los anticuerpos produciendo
una herramienta inmunolégica que posee alta especificidad y alta sensibilidad, la
técnica llamada Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), utiliza los

anticuerpos a los que se han enlazado covalentemente las enzimas de modo que
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quedan sin alteracion las propiedades cataliticas de la enzima y la especificidad del
anticuerpo. Las enzimas enlazadas, tipicamente incluyen peroxidasa, fosfatasa
alcalina y galactosidasa, todas las cuales catalizan reacciones cuyos productos son

de color y se pueden determinar en cantidades muy pequefias (Otte, 1992).
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya ha pasado un siglo desde el primer reporte de la enfermedad; sin embargo, las
opciones quimioterapéuticas para el control son limitadas, debido a que en México
no se encuentran métodos profilacticos disponibles comercialmente y pocos
meétodos de deteccidn son accesibles, confiables y rapidos. Es importante
mencionar que en México existe una vacuna viva atenuada con cepa de B. bovis
irradiada y una cepa de B. bigemina, las cuales han demostrado que confieren una
proteccién del 80% para animales inoculados experimentalmente con el protozoario
y un 70% para animales bajo condiciones extremas de campo. Cabe mencionar que
esta vacuna no se encuentra comerciablemente disponible, es por ello que aun no
se cuenta con procedimientos profilacticos que confieran inmunidad total contra la
babesiosis bovina (Canté et al., 1996; Figueroa et al., 1998; Cantd et al., 1999;
Canto et al., 2002).

Por otra parte, la deteccion por microscopia en frotis sanguineo sigue siendo de los
métodos diagndsticos mas recurridos para la identificacion de Babesia spp. pero los
resultados se ven limitados a la fase aguda de la enfermedad, a la par existen
métodos seroldgicos y moleculares, que brindan una mejor especificidad vy
sensibilidad, tal es el caso; de la Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) y Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR); sin embargo, estas pruebas no son del todo
accesible en nuestro pais debido a la baja disponibilidad de los antigenos, alto costo
del material para llevar a cabo las técnicas y desconocimiento de la existencia de

los propios métodos diagnosticos.

Por lo que con la realizacion de este trabajo se busca con la inoculacion de B. bovis
y B. bigemina en bovinos esplenectomizados observar signologia clinica asociada
los protozoarios, esperando obtener porcentajes de eritrocitos parasitados mas
elevados a lo que se observa en procesos de la infeccion natural lo que permitira la
obtencién y conservacion de la cepa del agente para futuras investigaciones,
ademas de preservarla dentro del germoplasma de la unidad de babesiosis. Asi
mismo, se podra aprovechar para la obtencion material biolégico indispensable

para realizar técnicas serolégicas y moleculares que ayuden a la instrumentacion
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de nuevas técnicas diagnosticas para la identificacion de B. bovis y B. bigemina,
ademas, se brindara una mejor interpretacién y conocimiento del curso de la

enfermedad.
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IV. JUSTIFICACION

La produccién animal representa para México una actividad econémica importante,
a nivel mundial; México ocupa el 7° lugar en produccién de ganado bovino. Sin
embargo, el problema de la babesiosis bovina sigue siendo un factor importante
que afecta la productividad e impulso econémico de la ganaderia en México. Tan
solo las pérdidas econdmicas provocadas por el vector Rhipicephalus (Boophillus)
microplus alcanzan los $ 573'608,076 ddlares (Rodriguez-Vivas et al., 2017). Por
otra parte, reportes del SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera)
han registrado el inventario total de la poblaciéon nacional de bovinos de carne y
leche, durante el 2017 siendo de 33,779,290 cabezas de ganado. A la par, la
campafa nacional de control de la garrapata de la fiebre del ganado bovino en
México informo que el 65% de territorio nacional esta infestado con Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Basado en esta informacion, 23,316,000 cabezas de ganado
vacuno equivalentes al 75% de la poblacién total del pais estan en riesgo de adquirir
babesiosis. Esto supone para México, realizar constantes investigaciones, para el
manejo profilactico, control y diagndstico de la enfermedad. Tal es el propdsito de
este trabajo, con la experimentacion realizada con bovinos esplenectomizados e
inoculados con B. bovis y B. bigemina se podra obtener material biologico necesario
para el diagndstico de Babesia spp. ademas de que se podra conservar y obtener
la cepa del agente para futuras investigaciones. Al igual que se visualizara la
signologia y parametros clinicos, lo cual nos ayudara a la mejor comprension y

estudio de esta enfermedad.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

e Realizar un monitoreo clinico en los bovinos esplenectomizados e inoculados

experimentalmente con las cepas de B. bovis y B. bigemina

5.2 Objetivos especificos

e Observar la sinologia clinica asociada a la babesiosis bovina, producida por
B. bovis y B. bigemina, considerando para ello el registro de los parametros;
temperatura rectal, hematocrito y deteccion del parasito en frotis sanguineo.

e Obtener un alto indice de eritrocitos parasitados con B. bovis y B. bigemina
en los bovinos esplenectomizados, para uso como material bioldgico,
necesario para realizar métodos serolégicos y moleculares para
investigaciones posteriores.

e Conservar las cepas virulentas de campo, de B. bovis y B. bigemina.
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VI. HIPOTESIS

Los becerros esplenectomizados e inoculados experimentalmente con B. bovis y B.
bigemina desarrollaran un cuadro clinico correspondiente a la enfermedad y un
porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) mayor al 0.5% para cada una de las

cepas del protozoario.

38



VI. MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales

7.1.1 Material de campo

Botas
Overol
Manga de manejo

Termdmetro

7.1.2 Material de laboratorio

Micropipeta de 0.5-10 ul
Micropipeta de 20-200 pl
Micropipeta de 200-1000 ul
Puntas de 10 pl

Puntas de 200 pl

Puntas de 1000 pl

Tubos de Eppendorf de 2ml
Giemsia

Portaobjetos

Microscopio 6ptico

Tubos con EDTA
Centrifuga

Capilares

7.1.3 Materiales para la técnica de IFI

Antigeno: Laminillas con 4% de eritrocitos parasitados de Babesia bigemina

y Babesia bovis
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Muestras de suero bovino obtenidas durante la pre y post inoculacién de los
dos bovinos inoculados

Conjugado Anti-lgG de bovino en cabra ALEXA fluor 488
Solucién amortiguadora de fosfatos 1X (PBS) con pH: 7.2.
Agua destilada.

Perlas de silice.

Acetona.

Caja de Coplin de vidrio.

Vaso de Coplin.

Lapiz graso.

Micropipetas y puntas estériles y desechables.

Camara humeda.

Incubadora.

Agitador.

Microscopio de epifluorescencia.

7.1.4 Material biolégico

Dos bovinos, Bos taurus de 6 meses de edad
Cepa virulenta (Chiapas) de B. bigemina

Cepa virulenta (Tamaulipas) de B. bovis

7.2 Método

Para la inoculacion experimental, se emplearon dos becerros Bos taurus (064 y 067)

de aproximadamente dos meses de edad, pertenecientes al Centro Nacional de
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Investigacién Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CENID-SAI del INIFAP). Estos
animales se encontraron libres de garrapata y de anticuerpos contra Babesia spp.
Previamente fueron esplenectomizados y posteriormente inoculados via
intramuscular utilizando cepas virulentas procedentes de un aislado de campo de
Babesia bovis (Chiapas) la cual fue inoculada en el bovino 064 y Babesia bigemina

(Tamaulipas) que fue para el bovino 067.

Posteriormente los bovinos fueron monitoreados durante 14 dias post inoculacion
(PI) y durante el transcurso de la enfermedad para la determinacién de los valores
de temperatura rectal (TR), volumen celular aglomerado (VCA) mediante la técnica
de hematocrito (Hto) y porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP). Ademas, se
recolectaron durante los dias Pl sangre para la obtencién de suero de ambos
bovinos para la cuantificacion de anticuerpos anti-B. bovis y anti-B. bigemina

mediante la técnica de IFI.

7.2.1 Método de campo

Se realiz6 el muestreo individual de ambos bovinos mediante el procedimiento de
venopuncién en la regién coccigea en donde se utilizaron tubos vacutainer con
anticoagulante (EDTA), y tubos sin anticoagulante. Cada muestra fue identificada y

llevada al laboratorio en refrigeracion.

7.2.2 Método de laboratorio

Las muestras se utilizaron para realizar frotis sanguineos teiidos con Giemsia, para
la identificacion mediante microscopico 6ptico de B. bovis y B. bigemina, y para la
determinacion de VCA mediante la técnica de Hto; por otra parte, se utilizo el suero
recolectado de los tubos sin anticoagulante para la realizacién de la prueba de IFI,

en donde se utilizé antigeno derivado de cultivo in vitro.
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7.2.3 Volumen Celular Aglomerado (VCA)

La técnica consistié en llenar el capilar con sangre venosa, posteriormente se
centrifugo por 5min, el porcentaje del hematocrito se calcul6 mediante una regla de
tres, tomando en cuenta los centimetros de plasma mas los hematies y los

centimetros solo de los hematies (Figura 9).
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Figura 9. Dibujo de un hematocrito.

Fuente: elaboracion propia

7.2.4 Frotis sanguineo

Este método es necesario para la visualizaciéon de la morfologia de los parasitos y
para conocer el grado de infeccion que presenta el hospedador. Para la elaboracion
de frotis y para facilitar el conteo de eritrocitos parasitados, se recomienda tomar
una muestra de eritrocitos sedimentados tratando de que no se mezclen con el
sobrenadante. Se requiere de 1-3 pl de paquete que se extienden sobre un
portaobjetos. Posteriormente estas laminillas se dejaran secar y se afiadira una
tincion.
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La tincidn mas utilizada es Giemsia, esta tincion esta formada por una mezcla de
azul de metileno que forman los colorantes de azur ll-eosina y azur Il, en una
proporcion de 15:4. El azur tifie la cromatina y la eosina tifie el citoplasma de color
rosa (Rojas-Martinez et al., 2009).

7.2.5 Porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP)

El grado de infeccion se determiné mediante el conteo de glébulos rojos infectados
y sanos. Una lectura representativa sugiere contar al menos 500 eritrocitos por cada
frotis. Para obtener el PEP solo se consideran en la cuenta a los eritrocitos sin
infectar y a los infectados, no se incluye a las formas extraeritrociticas. Se suman y
se determina el porcentaje de eritrocitos parasitados o infectados. Para la
realizaciéon del conteo se han descrito cuatro métodos (Figura 10) (Rojas-Martinez
et al., 2009).

Figura 10. Métodos de observacion del frotis para la determinacion de eritrocitos
parasitados. 1) Método de la orilla, en este se traza una linea recta sobre un borde
del frotis. 2) Seccional en forma de greca. 3) Seccional cruzando, se trazan lineas
inclinadas en forma de zig-zag. 4) Diagonal, se lee con una linea que cruza todo el

frotis

Fuente: Rojas-Martinez et al., (2009).
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7.2.6 Monitoreo serolégico

Se obtuvo suero de los dos bovinos inoculados, a partir de cada uno de los dias PI,
que se uso para la cuantificacion de anticuerpos anti-B. bovis y anti-B. bigemina

mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

7.2.7 Inmunofluorescencia indirecta

Para la titulacion de anticuerpos anti-B. bovis y anti-B. bigemina se utilizaron los
sueros obtenidos de los dos bovinos inoculados. En donde se realizaron diluciones
dobles seriadas a partir de 1:80 hasta 1:10240. Brevemente, se utilizdé antigeno
derivado de cultivo in vitro el cual fue fijado en laminillas, donde se dibujaron en
ellas, circulos con lapiz graso en los cuales se depositaron los sueros problemas,
ademas en cada lamilla se colocaron cuatro controles; un control positivo, control
negativo, control para la solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y control del
conjugado comercial (Anti-lgG de bovino en cabra ALEXA fluor 488).
Posteriormente se adicionaron a los sueros problemas el anti-lgG de bovino en
cabra. Las laminillas se incubaron a 37°C durante 30 minutos y fueron lavadas con

PBS. Finalmente fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia.

7.3 Universo de trabajo

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Centro Nacional de
Investigacién Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CENID-SAI del INIFAP) Ubicado
en el Km. 11.5 de la carretera federal Cuernavaca-Cuautla, Col. Progreso, Jiutepec,
Morelos, C.P. 62550. El estudio se realiz6 en la Unidad de Babesiosis bovina, donde
se llevan a cabo pruebas seroldgicas, analisis clinico y actividades inmunoquimicas

dirigidas hacia la constante investigacidn para la prevencion de la babesiosis bovina.
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VIIl. IMPLICACIONES ETICAS

El estudio fue previamente revisado y aprobado por miembros del comité de uso
ético y humanitario de animales del CENID-SAI del INIFAP, con base a la Norma
Oficial Mexicana NOMO062-Z0O0-1999 acerca de las especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Los bovinos usados en
este estudio fueron alojados, manejados y alimentados por personal capacitado de

acuerdo con las normas indicadas.
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IX. RESULTADOS

En este trabajo se lograron obtener porcentajes de eritrocitos parasitados (PEP)
mayores al 0.5% para cada una de las cepas del protozoario. Para B. bigemina se
obtuvo un PEP de 5% y para el caso de B. bovis de 1.5%. Para la realizacion del
monitoreo clinico se tomaron en cuenta los valores de, TR, Hto y PEP; ademas, se

consideraron signos clinicos adicionales caracteristicos de la enfermedad.

El periodo de incubacién tuvo una duraciéon promedio de 14 dias para ambos
bovinos. Es importante mencionar que el bovino inoculado con B. bovis presento
una signologia mas grave en comparacion con el bovino infectado con B. bigemina.
Una vez que en los animales se obtuvo la parasitemia deseada o cuando
presentaron de manera estrictamente simultanea: 1) Fiebre superior a los 40°C,
durante tres dias consecutivos, 2) Descenso del hematocrito y 3) Deteccion de
parasitos en frotis sanguineo visualizado en el microscopio, se consided una muerte
experimental; es decir, se dio un tratamiento hemoparasiticida con Diaceturato de
diazoaminodibenzamidina por via intramuscular (IM) durante tres dias a una dosis
de 3.5mg/kg. Ademas de tratamientos paliativos con 30mg/Kg de Dipirona sédica
por via IM, solucién de hierro administrando 5 ml durante 2 dias y sal sédica del
acido arsonico administrando 5 ml via IM durante tres dias. Al mismo tiempo,
cuando se llegdé al maximo PEP (1.5% para B. bovis y 5% para B. bigemina), se
elaboraron extendidos de sangre para el uso de antigeno en la prueba de
Inmunofluorescencia indirecta (IFl) Finalmente se recolectaron muestras de sangre
de cada uno de los dias Pl donde se obtuvo el suero para la titulacién de anticuerpos

para B. bovis y B. bigemina.

9.1. Temperatura rectal (TR)

El bovino #064 inoculado con B. bovis (Figura 11) empez6é a presentar una
temperatura superior a los 39°C a partir del dia 8 (40.6°C) al igual que en los dias 9

(40.1°C), 10 (39.2°C), 11 (40.2°C), 12 (40.5°C) y 13, siendo este dia el pico mas

alto de temperatura durante el monitoreo diario con un valor de (40.8°C), a partir de
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este dia, se determiné muerte experimental debido a que presento fiebre simultanea
durante 3 dias.

Con respecto al bovino #067 inoculado con B. bigemina (Figura 11); mostrd un
ascenso de temperatura mayor a 39.5°c el dia 7 (39.9°C), el dia 8 (40.4°C) ese
mismo dia se realiz6 una segunda toma de temperatura a las 3:00pm obteniendo
un valor de (41.2°C) siendo este el dia con el pico mas alto de temperatura. En este
dia se determind la muerte experimental, sin embargo, fue debido a que ya se habia

obtenido la parasitemia deseada.
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Temperatura rectal °C
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Dias post inoculacion

Figura 11. Valor promedio de la temperatura rectal (TR) post inoculacion.

* .
Muerte experimental
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9.2. Hematocrito (Hto)

Las pruebas de hematocrito se realizaron a la par de la toma de TR, la disminucién
del Hto del bovino #064 (Figura 12) se empezd a observar a partir del dia 11
(29.3%), pudiéndose notar un descenso gradual en los dias posteriores, el dia 12
(26.8%), dia 13 (22%), a partir de este dia se determind la muerte experimental
debido a que el descenso de Hto fue de un 50%, el dia 14 presentd el valor mas

bajo siendo de (15.7%).

El valor de hematocrito para el bovino #067 (Figura 12) se mostré en niveles basales
hasta el dia 8 en el cual se determiné la muerte experimental debido a que obtuvo
la parasitemia deseada. El descenso de Hto se presento a partir del dia 9 (23.2%),
el dia 10 (16%), el dia 11 (16.41%) a partir de este dia se noté un aumento del Hto
pero siguiendo en valores anormales el dia 12 (19.04%) y el dia 13 (19.6%), el valor

mas bajo se encontro el dia 10.
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Figura 12. Valor promedio del volumen celular aglomerado (Hto%) post inoculacion.

* .
Muerte experimental
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9.3. Porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP)

En los frotis sanguineos se logré observar la presencia de ambos protozoarios
(Figura 13), en el caso B. bovis (Figura 14) el porcentaje de parasitemia fue menor
al 1% en la mayoria de los dias, para el dia 7 Pl se observaron formas parecidas a
trofozoitos, mientras que en el dia 8 PI se logro visualizar en el frotis sanguineo un
PEP de 0.1%, en el dia 13 Pl se obtuvo un PEP de 1.5% siendo este el porcentaje
mas alto de parasitemia; sin embargo, para este dia se aplicé muerte experimental,
debido a que el animal presento fiebre durante 3 dias consecutivos y un descenso

del 50% de Hto, ademas de que se empezd a observar una signologia nerviosa.

Para B. bigemina (Figura 14) el porcentaje de parasitemia siempre fue mayor al 1%,
excepto para el dia 6 Pl en donde se observo por primera vez al protozoario con un
PEP de 0.5%, en los dias posteriores el ascenso de PEP sucedi6é de manera gradual
a excepcion del dia 8 Pl donde se obtuvo un PEP de 5% en este dia se determino
muerte experimental debido a que se obtuvo la parasitemia deseada para la
elaboracion de antigeno. Cabe mencionar que el registro de PEP fue por un tiempo
mas prologando en el bovino #064 inoculado con B. bovis debido a que no se
alcanzaban los porcentajes deseados y seria insuficiente para la creacion de

antigeno utilizado para la prueba de IFI.
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Figura 13. Observacién microscopica de frotis sanguineo tenido con Giemsia. A)
eritrocitos parasitados con B. bovis, dia 8 PI. B) eritrocitos parasitados con B.
bigemina, dia 13 PI.

Fuente: (Fotografia Laboratorio Unidad de Babesiosis, CENID-SAI INIFAP).
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9.4 Monitoreo serolégico

Para el monitoreo seroldgico, se realizo la técnica de Inmunofluorescencia indirecta
(IF1). Donde se utilizé un conjugado comercial anti-igG de bovino en cabra (Alexa-
fluor 488) con una dilucién 1:1200 para B. bovis y 1:1800 para B. bigemina (Figura
15). La evaluacioén de cinética de anticuerpos se realiz6 mediante la titulacion de
anticuerpos utilizando diluciones dobles seriadas a partir de 1:80 hasta 1:10240 de
cada uno de los sueros obtenidos durante todo el monitoreo clinico de ambos
animales. Respectivamente en cada lamilla se agregé un control positivo, un control

negativo, un control solo con PBS y un control solo con diluciéon de conjugado.
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A la lectura en el microscopio de epifluorescencia se encontré que el bovino #064
(Figura 16) seroconvirtio a partir del 7 Pl, mostrando una titulacion de anticuerpos a
partir de 1:80 hasta 1:320; en el dia 9 Pl se observd un titulo promedio de
anticuerpos hasta 1:640, el dia 11 Pl obtuvo un titulo de anticuerpos hasta en
1:1280, posteriormente se identifico la titulacion de anticuerpos para el dia 23 se
obtuvieron titulos de anticuerpos hasta 1:10240, siendo este dia la titulacion de

anticuerpos mas alta.

En cuanto al bovino infectado con B. bigemina (Figura 17) se encontraron titulos de
anticuerpos 1:80 a partir del dia 6 Pl, mientras que en los dias 7 y 8 Pl se
encontraron titulos hasta 1:160, posteriormente se encontraron titulos de
anticuerpos hasta 1:320 en el dia 9 PI hasta el dia 12 PI, para los dias 12 y 13 PI
se obtuvieron titulos de anticuerpos hasta 1:640. Finalmente en el dia 21 PI se

encontro la mayor titulacion de anticuerpos llegando hasta 1:1280.

Figura 15. Prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) A) Deteccion de
anticuerpos especificos para B. bovis, dia 23 PI. B) Deteccion de anticuerpos
especificos para B. bigemina, dia 21 PI.

Fuente: Fotografia Laboratorio Unidad de Babesiosis (CENID-SAI, INIFAP).
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Tabla 4. Parametros evaluados durante el monitoreo clinico y serolégico

Parametro Bovino inoculado con Bovino inoculado con B.
B. bovis (064) bigemina (067)

Inicio de fiebre >39°.5C Dia 8 PI Dia 7 PI

Temperatura maxima 40.8°C 41.2°C

Inicio de descenso de Hto (%) Dia 11 PI Dia 9 PI
Porcentaje minimo de Hto (%) 15.7% 16%

Inicio de parasitemia Dia 8 PI Dia 6 PI
Maximo PEP 1.5% 5%

Seroconversion Dia 7 PI Dia 7 PI

Maxima titulacion de Anticuerpos 1:10240 1:1280

Dia en que se determiné la Dia 13 PI Dia 8 PI

muerte experimental
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X. DISCUSION

Estudios previos han analizado el monitoreo clinico y serolégico en bovinos
infectados con B. bovis y/o B. bigemina ya sea que los animales fueron expuestos
a un confrontacién de campo o por una inoculacion experimental con un ambiente
controlado. Con el fin de evaluar la proteccion de un inmundgeno contra el
protozoario (Canté et al., 2003), para la evaluacién de la inocuidad de un
inmunogeno (Canté et al., 2002), también, se han realizado estudios de prevalencia
e incidencia en regiones de alta endemicidad (Rojas et al., 2004) y para la
conservacion y recuperacion de las cepas virulentas y de material biolégico como

antigeno, que fue uno de los objetivos de este trabajo.

Al igual que en trabajos posteriores el monitoreo clinico consistio en el registro de
tres valores, los cuales fueron; temperatura rectal (TR), porcentaje de hematocrito
(Hto) y porcentaje de eritrocitos parasitos (PEP). En el presente trabajo se utilizaron
dos animales Bos taurus pertenecientes al INIFAP-SAI. Sin embargo, la cantidad de
animales utilizados, varia segun los objetivos y criterios que realiza cada
investigacion, por ejemplo en un estudio realizado por Canto et al. (2003) para la
evaluar la proteccion de un inmundgeno contra la babesiosis, se utilizé la cantidad
de 20 toretes, mientras que un estudio realizado en Venezuela utilizo 35 becerras
para la evaluacion de dinamica de anticuerpos e incidencia de B. bigemina
(Rodriguez-Peraza et al., 2016). El tiempo del monitoreo diario fue en un promedio
de 14 dias para ambos bovinos infectados debido a que uno de los objetivos fue
obtener antigeno proveniente de la parasitemia obtenida de ambos animales
durante la inoculacion, una vez que presentara un porcentaje de eritrocitos
parasitados, se procedia a dar muerte experimental al animal, a la vez este criterio
se aplicaba una vez que los animales, presentara, fiebre por tres dias consecutivos,
reduccion del hematocrito en un 50% vy visualizacion de parasito en el frotis
sanguineo. En comparacion a trabajos anteriores, el registro del monitoreo clinico
fue en un tiempo mas corto, sin embargo el tiempo de estudio puede variar
dependiendo de los objetivos deseados durante la investigacion, tal fue el caso de
un estudio realizado por Bautista-Garfias et al., 2012. donde se evaluo el efecto de
Lactobacillus casei en la vacuna mixta contra la babesiosis bovina de INIFAP, en el
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estudio se monitorearon a los animales durante un promedio mas prolongado de 27
dias donde se registraron los valores de; Tr, Hto y PEP. Debido a que el objetivo
era evaluar en los animales inmunizados y del grupo testigo la proteccion conferida

la vacuna bivalente con la administracion simultanea de L. casei

En el presente trabajo la temperatura rectal fue tomada diariamente pre inoculacion
y post inoculacién (Pl) para ambos bovinos siendo un total de 18 dias, la
temperatura rectal empezé a presentar un ascenso superiores a los 40°c durante
tres dias consecutivos para B. bovis y en el caso para B. bigemina solo en una
ocasion. Los aumentos de temperatura sucedieron a partir del dia 8 Pl para B. bovis
y del dia 7 PI para B. bigemina en donde se presentd el aumento mas alto de
temperatura el dia 13 PI con un valor de 41.3°c para B. bovis y para B. bigemina de
41.2°c para el dia 8 PI. Este ultimo dato coincide con el obtenido por Canté et al.,
(2003) donde se observd de un grupo de 5 bovinos que recibieron un inéculo
combinado de una clona de B. bovis y una cepa de B. bigemina, que estos
presentaron fiebre de hasta 40.4°c para el dia 8 Pl durante una ocasién mientras
que el grupo testigo presento temperaturas superiores a los 40°c durante seis dias
consecutivos donde se observo el incremento inicial a partir del dia diez después de
la confrontacién en un potrero infestado con garrapatas Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Por otro lado en una investigacion realizada por Canto et al. (2002) con
el objetivo de evaluar la inmunidad e inocuidad de un inmunégeno y multiplicar las
cepas vacunales, para esta ultima se utilizaron tres bovinos esplenectomizados e
inmunosuprimidos con dexametasona a los cuales les fueron inoculados eritrocitos
infectados con B. bovis 'y B. bigemina derivados de cultivo in vitro. Una vez inoculado
los parasitos se realizé el monitoreo de TR. Donde se observé que el animal
inoculado con B. bigemina no presentd ninguna alteracion en los valores basales de
temperatura mientras que para B. bovis se tuvieron que utilizar dos animales
esplenectomizados e inmunodeprimidos en el primero se observé una temperatura
elevada en el dia tres PI con un valor de 40.5°c durante los tres dias siguiente se
elevo a 41.5°c el segundo bovino presento fiebre de 41.5°c para el dia 5 Pl. En una
investigacion de tesis de licenciatura en donde se evaluo la prueba de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR) para el diagnodstico de la babesiosis, donde
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inocularon cepas de B. bovis y B. bigemina respectivamente, previamente fueron
esplenectomizados y se monitorearon durante 15 dias PI, en donde el aumento de
temperatura para el bovino inoculado con B. bigemina empez06 el dia diez P1 (39.5°c)
siendo el dia once el pico mas alto de temperatura (41.1°c), mientras que los dias
restantes se mantuvo en niveles basales. El bovino inoculado con B. bovis presento
fiebre a partir del dia nueve Pl (40.5°c) obteniendo el dia diez el valor mas alto de
temperatura (41°c), posteriormente los dias restantes se mantuvieron en valores de

temperatura basales.

La toma de volumen celular aglomerado (VCA) fue medido mediante la técnica de
hematocrito que se realizé mediante microcentrifugacién capilar, en el cual se
establecio el volumen porcentual de gldbulos rojos, colocando el tubo en una tabla
de hematocrito graduada. La lectura el hematocritos correspondio a la altura de la
separacion de la sangre y el plasma. Garcia et al., (2003) sefalan que se debe
considerar la reduccion del Hto como el indicador mas confiable para evaluar los

signos clinicos de la enfermedad.

Los valores de Hto registrados en el presente estudio fueron; en el bovino (064)
inoculado con B. bovis se encontrd un disminucion en el Hto a partir del dia once PI
(29.3%) observandose un descenso gradual en los dias posteriores (26.8%) para
el dia doce, (22%) para el dia trece, siendo el dia catorce PI el valor mas bajo con
un valor del (15.7%). En comparacion con el bovino (067) inoculado con B. bigemina
el Hto empezd a disminuir a partir del dia nueve Pl con un valor de (23.2%)
obteniendo una disminucion para los dias diez (16%) y once (16.41%),
posteriormente para los dias restantes se observé un aumento en el Hto pero
continuaron siendo valores anormales (19.04%) y (19.06%) respectivamente para
los dias doce y trece. Los valores de Hto obtenidos en este presente trabajo fueron
superiores a los reportados por Rojas et al., (2004). Donde se determiné la
prevalencia e incidencia de B. bovis y B. bigemina en un hato ubicado en
Axochiapan, Morelos. En donde ningun valor fue encontrado fuera del rango

considerado dentro de los valores basales de Hto.
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El porcentaje de eritrocitos parasitados se determiné mediante la visualizacion
microscopica de frotis sanguineo, la sangre fue obtenida por venopuncion de la vena
coccigea, a partir del primer dia Pl se obtuvo muestra sanguinea diariamente
durante 9 dias para B. bigemina y 14 dias para B. bovis para la visualizacion del
protozoario. En el caso de B. bigemina se observd que el bovino #067empezo a
presentar hacia el dia seis Pl una parasitemia de 0.5%, encontrando para el dia 8
Pl un PEP de 5% siendo este el dia con el valor mas alto, sin embargo, el caso para
B. bovis la obtenciéon de muestra sanguinea se alargé hasta 14 dias Pl debido a que
no se obtenia el porcentaje deseado de PEP para el dia 7 Pl se obtuvo un porcentaje
de 0.4%, mientras que para el dia 13 Pl se encontré el porcentaje mas alto con un
1.5%. En el trabajo realizado por Canto et al., en el 2002, se utilizaron becerros
esplenectomizados e inoculados con parasitos de cultivo in vitro con el objetivo de
multiplicar las cepas vacunales, se encontré que el bovino inoculado con B.
bigemina presento para el dia 6 Pl una parasitemia de 1.14%. Mientras que en el
caso para B. bovis se produjo una parasitemia menor al 0.001%, por lo que se utilizd
otro becerro esplenectomizado en el que se presentd una parasitemia al dia 5 PI
con un porcentaje de 0.5%. Sin embargo, no siempre se visualiza el protozoario
mediante la observacion en frotis sanguineo, en un estudio realizado por Rojas et
al., (2004), no se pudo observar al microscopio animales positivos a B. bovis o B.
bigemina, esto debido a la zona en que se llevé a cabo el estudio fue una zona
enzoodtica (Axochiapan, Morelos) y la poblacién utilizada fue en bovinos menores a
un afo de edad. En areas enzodticas, los bovinos se infectan generalmente en los
primeros meses de edad y reciben anticuerpos maternos via calostro, de manera
que la proteccion desaparece entre los seis y nueve meses de edad, lo cual indica
que dificilmente sera posible observar casos clinicos en dichas condiciones (Garcia-
Vazquez, 1991), debido a ello, es que no fue posible diagnosticar por medio de frotis
sanguineo a algun animal positivo al protozoario, ya que no hubo presencia de

infecciones agudas (Mahoney y Saal, 1961).

Por otro lado, los resultados obtenidos en relacion con la respuesta inmune contra
el antigeno de B. bovis, demostraron un adecuado reconocimiento del protozoario,

iniciando la seroconversion a partir del 7 Pl y presentando una maxima titulacién de
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anticuerpos hasta 1:10240 para el dia 23 Pl. En cuanto los titulos de anticuerpos
para B. bigemina solo se lograron observar para el dia 21 Pl en una dilucion 1:1280.
Esto puede deberse a que se ha comprobado que B. bovis es mas patdgena, sin
embargo, B. bigemina disminuye su capacidad de virulencia debido a que el parasito

tiene una larga permanencia en animales infectados de forma latente (OIE, 2014).

Se obtuvieron resultados similares en el estudio realizado por Bautista-Garfias et
al., (2012), en donde los niveles de anticuerpos siempre fueron mas altos contra B.

bovis que contra B. bigemina.

El registro de parametros ocasionados por la enfermedad, siempre variara debido
al tipo de trabajo a realizar, ya sea porque los animales pertenecen a zona
endémicas, estan frente a una infeccion de campo o es una inoculacion
experimental controlada, ademas se tiene que considerar, el estado fisioldégico de
cada animal, sexo, raza y edad, por otro lado el manejo diario en los animales para
muestreo pueden ocasionar diversos factores de estrés que alteren los resultados
esperados. Se ha comprobado que las infecciones por cultivo in vitro presentan una
alto indice de PEP a comparacion de las infecciones de campo (Alvarez y Figueroa,
2007).

Los resultados observados en el presente estudio siguieren, que utilizar bovinos
esplenectomizados e inoculados experimentalmente con cepas provenientes de
aislados de campo, sigue siendo de la formas mas eficaces para la produccion de
antigeno, para la obtencion y conservacion de la cepa ya que mediante el cultivo in
vitro, se pierde la morfoldgica y virulencia de los protozoarios, sin embargo, se sigue
obteniendo mejores PEP mediante la técnica in vitro, se debe considerar para el
caso de B. bovis que el monitoreo de PEP se puede alargar durante mas dias hasta

que se consiga la parasitemia deseada.
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X. CONCLUSION

Mediante el uso de animales esplenectomizados e inoculados con B. bovis y B.
bigemina fue posible inducir una parasitemia que provocara signologia clinica
asociada a la babesiosis bovina, ademas, de que fue posible determinar el dia en el
que se obtuvo el mayor grado de parasitemia, mediante el registro de los
parametros; temperatura rectal, porcentaje de hematocrito y deteccion del parasito
en frotis sanguineo. Aunque la infeccion fue experimental y en un entorno
controlado, las cargas parasitarias para ambos bovinos fueron las esperadas,
obteniendo un PEP del 5% para B. bigemina y de 1.5% el caso para B. bovis los
animales presentaron los signos caracteristicos de la enfermedad, en el caso del
bovino inoculado con B. bovis se present6 ataxia signologia nerviosa caracteristica
que produce el protozoario. Mientras que para B. bigemina ocasiono un descenso
de hematocrito en mas de un 50% en el bovino inoculado, atribuyéndose una

anemia hemolitica.

Como resultado del porcentaje de parasitemia obtenido, se demostré que ninguna
de las cepas inoculadas perdid su virulencia, pudiendo ser conservadas en
criopreservacion, ademas que se obtuvo material biolégico necesario para la
realizacion de métodos diagndsticos serolégicos y moleculares que beneficien a la

estandarizacion de nuevas técnica diagnosticas e investigacién de los protozoarios.

61



Xl.  SUGERENCIAS

Por el momento, la babesiosis bovina sigue siendo una de las enfermedades
parasitarias una de las mas estudiadas e investigadas a nivel mundial. En México
se han realizado trabajos constantes que beneficien a la prevencion y control de la
enfermedad, sin embargo, es necesario realizar mas estudios, con respecto a la
biologia del parasito, su transmision, la respuesta inmune por parte del hospedador
y la constante propuesta de nuevos tratamientos, asi como la aplicacién de mejores
medidas profilacticas y control de esta parasitosis. Asi mismo la incursion de
estudiantes de veterinaria hacia centros de investigacién es necesaria para la
continua realizacion de trabajos que ayuden a futuras generaciones y a la
realizacién de nuevas alternativas que beneficien a la salud animal y por lo tanto a

la salud de la humanidad.
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Xlll. ANEXOS

14.1 Anexo 1. Elaboracion de Solucién amortiguadora de fosfato (PBS)

N

N o o &~ w

. En un vaso de precipitado se vaciaran 100ml de agua destilada.

Se pesaran 2.62g de Fosfato de Sodio monobasico (NaH2P0O4H20) y 11.5g
de Fosfato de sodio difasico anhidrido (Na2HPO4).

Se vacian en el vaso de precipitado y se homogenizan.

Se vacia en un matraz aforado con capacidad de un litro.

Se llena el resto de los 900ml del matraz aforado con agua destilada

Se mide el pH en el potenciometro mientras se homogeniza en la platina

Se debe llevar el nivel del pH a 7.2, una vez alcanzado el nivel buscado se

vacia en un frasco estéril.

14.2 Anexo 2. Procedimiento de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta

(IF1)

. Seran utilizadas laminillas con antigenos provenientes del cultivo in vitro de

B. bovis y B. bigemina de los bovinos inoculados experimentalmente.

Se colocaran las laminillas en perlas de silice en donde se dejaran incubar
por 30 minutos a 37°c.

Una vez terminando la incubacion seran sumergidas en acetona durante 6
minutos. Posteriormente en las laminillas se dibujaran 28 circulos, donde a
los primeros cuatro se agregara 5ul de; un control positivo, un control
negativo, uno de PBS y uno de conjugado, mientras que los 24 restantes
circulos se agregaran 5ul de muestra de cada uno de los dias a partir de que
se hayo la seroconversion, la dilucién sera doble seriada 1:80, 1:160, 1:320,
1:640, 1:1280, 1:2560, 1:5120 y 1:10240 asi hasta completar las 3 laminillas
respectivamente para B. bovis y B. bigemina.

Se introducen las laminillas en la camara humeda y se dejaran incubando a
37°c por 30 minutos.

Se realizan los primeros lavados.
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. Se colocan las laminillas en una caja de coplin llena de PBS, en donde
posteriormente sera colocada en el agitador por 10 min con 110rpm. Se
desecha el liquido en la tarja.

. A continuacion se realiza un segundo lavado con las mismas
especificaciones pero con un tiempo de 5 min.

. Serealiza el tercer y ultimo lavado esta vez utilizando agua destilada en lugar
de PBS, se coloca en el agitador por 5min con 110rpm. Se desecha el agua
destilada en la tarja.

. Se adiciona el segundo anticuerpo marcado, se agregara 5ul de conjugado
anti-lgG de bovino en cabra, Alexa fluor en una dilucién 1:1200 para B. bovis y
1:1800 para B. bigemina.

10. Se incuban las laminillas en camara humeda a 37°c por 30 min.

11. Se realizan los segundos lavados.

12. Se cubre la caja de coplin con aluminio para conservar la capacidad

fluorescente del conjudado

13. Se realizan los mismos pasos 6, 7 y 8.

14. Se realiza la lectura de las laminillas por medio de microscopia de

epifluorescencia.
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14.3 Anexo 3. Titulos promedios de anticuerpos anti B. bovis a partir del dia
de seroconversion utilizando diluciones dobles seriadas a partir de 1:80 hasta
1:10240, mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta

Dias/Diluciones 1:80 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120 | 1:10240

©f o N| o g M W N = O

-
o

N
N

-
N

-
w

N
w

78



14.4 Anexo 4. Titulos promedios de anticuerpos anti B. bigemina partir del dia
de seroconversion utilizando diluciones dobles seriadas a partir de 1:80 hasta
1:10240, mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.

Dias/Diluciones 1:80 1160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120 | 1:10240
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