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RESUMEN

La babesiosis es una de las enfermedades que causan mids perdidas

econfmicas en la ganaderia de México; las cuales son el reflejo de

las muertes del ganado y de la disminucidén total o parcial de la

eficiencia productiva del huésped afectado.

Debido a que la presencia de la Babesia en el organismo estimula
la formacidén de anticuerpos en el huésped, se cuenta con diferen

tes técnicas diagndsticos seroldgicos, los cuales a pesar de pre

sentar ventajas no pueden ser recomendadas como oficiales, debido-

a sus limitaciones. Entre estas, la que presenta mis ventajas es
la inmunofluorescencia indirecta, la cual presenta la desventaja
del alto costo del equipo y su poca disponibilidad en el campo.

Por esta razdn se compard esta prueba con la de contrainmunoelec

troforesis que es mds fdcil de realizar. Los resultados en este

trabajo indican que la sensibilidad de esta dltima técnica es muy-

alta, ya que se encontrd un 94% de correlacidn.



INTRODUCCION

La babesiosis (piroplasmosis, fiebre de Texaé, ranilla, sangre en la ori
na, fiebre del bazo, aguas rojas, etc.), es uha de las enfermedades que-
causan mids pérdidas econdmicas en la ganaderia de MExico; estas pérdidas
son el reflejo de las bajas en el: ganado y de la disminucién total o par -
cial de la eficiencia productiva del huésped afectado.

El agente causal de estas enfermedades es la Babesia, un hemoprotozoario
que pertenece a la famxlla Babesidae y al sub-orden Piroplasmidea, el -~

cual fue descrito por primera vez en 1888 por Babes 1) s

Algunas especies de Babesia que se conocen actualmente son: en equinos

B. equi (11), B.caballi (18), en ovinos B. ovis (14), B. motasi 130), en-

canines B. canis, B. gibsoni y B. vogeli ( 7,20), en bovinos. B. bovis -

(B. Argentina B. barbera) (14), B. bigemina (27,29 ), B. divergens (5),-
B. Major (24). También se ha informado la presencia de Babesia en cer-

dos (12) y en humanos (21,23,25).

Una de las caracteristicas mds importantes en las enfermedades por hemo -

protozoarios, es la presencia del pardsito en el sistema circulatorio del

huésped.

Este protozoario es transmitido por vectores artr5podos (27). En los ca -
sos de B. bigemina y B. bovis, esta transmisién la efectdian principalmente

las garrapatas Boophilus microplus y B. annulatus (22). -

La presencia de la Babesia en el organismo estimula la formacidn de anti
cuerpos en el huésped, lo cual permite la existencia de diferentes tipos -
de diagndstico inmunol8gico, herramientas para conocer que el huésped ha -
estado en contacto con el parisito, asi como para poder determinar las zo-

nas endémicas. En estudios epizootiol&gicos, es conveniente no s8lo saber
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cufndo los animales son portadores sanos O reactores positivos, sino

que.es necesario determinar qué parte de la poblacién de vectores es

td infectada.

En lo que respecta a su diagndstico

Existen tres tipos de diagnéstico para babesiosis:

s

IT.

Diagnéstico Directo en el Vector ArtrSpodo

Entre 5 y 7 dias después de que la garrapata se desprendil del -
huésped, se obtiene linfa, la cual se tifie por medio del método -
de Giemsa, con anticuerpos fluorescentes o por cualquier otro mé-
todo, para detectar la presencia en la garrapata, de organismos -

babesiales (26).

Diagnéstico Directo en el Huésped Mamifero

Existen dos tipos de muestras para examinar: Las laminillas con -
capa delgada o gruesa de sangre periférica, y las laminillas de -
6rganos viscerales. Es recomendable utilizar laminillas con capas
delgadas y gruesas de sangre periférica a partir de los animales-
sospechosos. Esto incrementa las posibilidades de realizar un =
diagrméstico certero. Cuando los animales han muerto, es recomen-
dable obtener improntas de rifién, corazén, bazo, pancreas, higado,
cerebro y cerebelo para ser tenidas con Giemsa y poder determinar
la presencia o ausencia de la Babesia. El cerebro es el Grgano en
donde se observa un mayor nimero de organismos, ya que mientrasen
la sangre periférica puede existir una parasitemia menor del 1%,-
en el cerebro se pueden encontrar 5,10% o mds pardsitos, por lo -
que en algunas ocasiones obstruyen los conductos capilares arte -

riales y venosos (2).



IET. Diagndstico Inmunolégico
1) Prueba Directa de Inmunofluorescencia (P.D.I.)

Esta prueba consiste en obtener sangre de animales sospecho-
sos y hacerlos reaccionar con un suero (anticuerpos) anti-Ba
besia fluoresceinado. No es una odrueba muy usada puesto que-
es mis sensible la prueba de laminilla de gota gruesa o del-

gada tenida con Giemsa.
2) Prueba Indirecta de Inmunofluorescencia (I.F.I.)

Con esta prueba (22) se puede titular la presencia de anti -
cuefpos especificos. Es una de las pruebas de mayor sensibi-
lidad dentro del diagnéstico; utiliza antisueros que pueden-
ser preparados en el laboratorio o bien pueden adquirirse co
mercialmente. Esta prueba se usa actualmente junto éon la -
prueba Indirecta de Hemoaglutinacidn para determinar las -
dreas de infestacidn y la prevalencia de babesiosis en la Re

piblica Mexicana.

En el aspecto de Investigacidén se usa la I.F.I. para determi
nar la respuesta serolSgica a varios antigenos babesiales -
aislados a partir de garrapatas infectadas con Babesia bovis,
asi como para evaluar la premunicién en relacidncon el titulo

de anticuerpos con cantidad y caliéad de antigeno usado.
3) Prueba de Fijacién de Complemento (F.C.)

Esta prueba (13) ha sido utilizada por varios grupos de in -
vestigadores para detectar anticuerpos en contra de Babesia

en diferentes especies. Es una de las pruebas oficiales para
detectar a los animales positivos o negativos a esta enferme
dad. Tiene algunas ventajas tales como su fndice bajo de -
reacciones de falsos positivos, entre 2 y 3% de los casos es

tudiados.



4)

Otra ventaja es la poca purificacién necesaria para la pre
paracién de antigenos; sin embargo, se debe utilizar san -
gre infectada que contenga menos del 60% de parasitemia. -
En los estudios epizootioldgicos en México, sin embargo, se
prefieren las pruebas ya descritas por considerarse mds prac
siderarse mas pricticas y con bajo indice de reactores fal

sos positivos.
Prueba Indirecta de Hemoaglutinacién (P.I.H.) (19)

Esta prueba ha demostrado ser una de las mas sensibles, -
pues tiene un margen minimo de error. En México se implan-
t6 esta prueba a partir de 1970, con la que se determiné -
la incidencia de babesiosis en diferentes especies anima -

les y el hombre.

Se produce el antigeno de varias formas, siendo el origen-
comiin sangre infectada. Se puede preparar con sangre ci -
tratada y mds tarde lisada por medios fisicos, agua desti-
lada, desintegracidén sdnica, agitacidén violenta, etc. Tam
bién se puede preparar a partir de codgulos de sangre in -
fectada; en ésta se debe utilizar la desintegracic¢n sdnica.
En émbos casos el antigeno se purifica por medio de centri
fugacibén y en algunas ocasiones por medio de cromatografia
en gel. El resultado de las pruebas seroldgicas (ausencia-
de reacciones falso-positivas) va a depender de la prepara-
cién y el manejo de los antigenos. Es importante indicar el
antigeno con parasitemia entre 55 y 65%, y procesar la san-
gre en un término no mayor de 12 horas después de haberla -

obtenido.
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6)

Con esta técnica, es factible poder titular los sueros po
sitivos a babesiosis; esta es la técnica que se usa para-
medir respuestas inmunoldgicas en animales en condiciones

de laboratorio y en el campo.

Prueba de Hemoaglutinacién Pasiva (P.H.P.) (10)

Utiliza antigeno soluble por desintegracidn sénica de eri-
trocitos parasitados, el cual se pasa a través de Sephadex
G-200. Es una prueba muy sensible ya que detecta mis-del -
95% de animales infectados naturalmente. También detecta -
anticuerpos en calostro; sin embargo, es muy laboriosa ya-
que necesita sensibilizar eritrocitos; por otra parte, el-
complejo antigeno-eritrocito sensibilizado tiene una vida-
muy corta, por lo cual se tiene que momificar utilizando -

aldehidos.

Prueba de Aglutinacién en Tubos y Placa

Los antigenos utilizados en estas pruebas (6, 8 y 28), son
los par&sito: liberados de los eritrocitos infectados por-
lisis hipotdnica. La diferencia que existe entr:z ambas -
pruebas es que en la de placa se agrega un colorante para-
hacer mas visible la reaccibn. Necesitan un medio ambiente
de temperatura controlado y sueros inactivados que en con-
diciones de campo son dificiles de procesar. Esta prueba -
tiene serios inconvenientes,entre los mis importantes des-
taca el no poder titular los sueros por examinar; por otra
parte, no son suficientemente sensibles para detectar co -
rrectamente a los animales, por lo cual, el nfimero de fal-
Sos positivos y negativos es superior al que ofrecen las -
pruebas de I.H.A. e I.F.I., estas limitantes deben ser con
sideradas antes de iniciar pruebas o éstudios epizotiol8gi

cos a gran escala.



7)

8)

9)

Prueba de Aglutinacién en Ldtex (P.A.L.)

En esta prueba (9) se utiliza latex recubierto de antige-~
nos solubles de B. bovis obtenidos'poz: tratamiento ultra-—
sénico de eritrocitos infectados.f Esta prueba detecta to-
dos los animales infectados menozes de dos anos y del 80-
90% de los mayores de dos afos, afin cuando &stos tengan -
mds de cuatro afios de haber sido infectados. No se obtie-
ne  mis del 3% de falsos positivos.

Prueba de Aglutinacidén en Eritrocitos Parasitados (P.A.E.P)

En esta prueba (4) se utiliza como antfgeno una suspensién
de eritrocitos infectados (80%). Se encuentran altos tfitu-
los de aglutinacién cuando se hacen reaccionar los eritro-
citos parasitados y los-sueros obtenidos de la misma zona-

geogridfica.

Contrainmunoelectroforesis (C.I.E.)

Esta prueba consiste en someter a un campo eléctrico tanto
al antigeno como al anticuerpo, utilizando como soporte un
gel de agarosa, esto permite que se encuentre el antigeno-

con el anticuerpo y precipite.

Debido a que la inmunofluorescencia indirecta es una de las -

pruebas con mayor sensibilidad y especificidad para el diagnés

tico de Babesia se quiso comparar con la té€cnica de contrainmu

noelectroforesis, para ver si &5ta ofrece la sensibilidad y es

pecificidad que tiene la primera, ya que la segunda ofrece ma-.

yor facilidad en el manejo y equipo, de tal manera que se pu -

diera establecer la contrainmunoelectroforesis como técnica de

diagnéstico seroldgico de babesiosis.



MATERIAL Y METODOS

Obtencifén de Antigeno de Babesia bovis.

A un bovino de raza Holstein previamente esplenectomizado, se
le inocularon 20 ml de sangre infectada con B. bovis alcanzan
do una parasitemia de 2%. De este animal se sacaron 20 ml de-
sangre infectada y se inocularon a otro bovino con las mismas
caracteristicas que el anterior. Este procedimiento se repi -
tid hasta haber completado cinco pases en becerros esplenecto
mizados, con la @inica diferencia de que al ltimo becerro se-
le administraron ademds 5 mg de dexametazona /kg de peso. De
esta manera se logrd un 22% de parasitemia en el iltimo ani -

mal.

La sangre se recogid volumen a volumen en una solucidn amorti

guadora de ACD estéril, la cual contiene:

Dextrosa 22.00 g
Citrato de sodio dihidratado ; 22.52 g
Acido citrico monohidratado 8.00 g
Agua destilada aforar a 1000 ml

Esta solucidn se esterilizd en autoclave a 10 lbs. por 10 mi-
nutos, o por filtracién a través de filtro milipore de 0.22mm

de diadmetro de poro.

Se obtuvo el paquete de gldbulos rojos y se lavé con dos vold
menes de solucidén amortiguadora de salina-fosfatos (PBS), -
0.15M y pH 7.2, por centrifugacidén a 1200 g durante 20 minutos

a 4°C cuatro veces.



Solucidn amortiguadora de salina-fosfatos 0.15 M y pH 7.2

Fosfato monobdsico de potasio 15.30 g
Fosfato dcido de sodio 47.88 g
Cloruro de sodio 25.50 g
Agua destilada para aforar a 6 1t

Una vez que los eritrocitos se lavaron, se resuspendieron en dos
voldmenes de PBS pH 7.2 y se congelaron a -20°C durante 48 horas.
Después de este tiempo se descongeld y se procedid a congelar y-
descongelar rdpidamente repitiendo el proceso cinco veces, con -
el fin de lisar los eritrocitos. El congelamiento se efectud en-
una mezcla de alcohol etilico y hielo seco (C02) y el descongela
miento en bafo marfa a 37°C. Esta suspensidén se centrifugd a -
10,000 g durante 30 minutos a 40°C. Se recolectd el sobrenadante
y se liofilizé. Un gramo de este liofilizado se resuspendid en -
20ml de solucidén salina al 0.85% y se precipitd con sulfato de -
amonio saturado a diferentes concentraciones (33, 50 y 60% de sa
turacidn). El precipitado formado se obtuvo por centrifugacibn a
1000 g durante 30 minutos; el sobrenadante se elimind y el sedi-
miento se resuspendié en 10ml de PBS pH 7.2 Para eliminar el -
sulfato de amonio se dializé contra PBS durante cinco dias cam -

biando cada doce horas la solucién de didlisis.

Una vez dializado se determind la concentracién de proteina por-
el método de Lowry (15) dando una concentracidén de 1.6 mg/ml. A

esto se le denomind antfgeno soluble de Babesia bovis (Ag-S Bb) .

Por el mismo procedimiento se obtuvo el antigeno soluble de gl&
bulos rojos normales (Ag S GRN), el cual fue utilizado como an-
tigeno testigo; con estos antigenos se trabajé el método de con-

trainmunoelectroforesis.

FACULTAD DE MEDICIRA VETERIRARIA ¥ 700TECTIA
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Obtencién de Sueros.

Se colectaron muestras de- sangre de 116 bovinos localizados en
el Centro Experimental Pecuario "Las Margaritas", en Hueytamal
co, Pue., que es una zona infestada de garrapatas (Boophilus -
annulatus) con el fin de obtener sueros de animales con proba-
ble babesiosis activa o crénica. Se extrajeron muestras de san
gre de 20 bovinos localizados en el Rancho Experimental "Cuatro
Milpas"”, Tepozotldn, Edo. de México, dependiente de la U.N.A.M.
considerado como una zona libre de garrapatas, con el objeto -
de obtener sueros de animales libres de babesiosis, los cuales

se utilizaron como testigos negativos.

Obtencidn de sueros testigos positivos y negativos,a partir de

bovinos infectados experimentalmente

a) Como testigos positiyos se tuvieron tres bovinos Holstein

de 6 meses de edad y 150 kg de péso, libres de Babesia bo-

vis, (detectados por IFI), los cuales se infectaron con

larvas de garrapatas Boophilus annulatus parasitadas cor.-

B. bovis.

b) Como testigo negativo se tuvo un bovino con las mismas ca-
racteristicas que los anteriores y que se infectd con lar-

vas de B. annulatus libres de B. bovis.

Los animales se mantuvieron en los corrales de la Unidad Cen -
tral del Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias. Las -
muestras de sangre se tomaron a los 5 y 10 dias antes de la in-

feccién y a 1los 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17,

18, 19, 22, 25, y 82 dias después de la infeccidn.
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Los sueros fueron congelados a -70°C hasta su uso en las pruebas
de inmunofluorescencia indirecta y contrainmunoelectroforesis. Se
obtuvo reaccidn de precipitacién por contrainmuncelectroforesis'
con los tres antfgenos obtenidos cuando se hacfan reacciones con
el suero de bovinos portadores del paprdsito. Se decidid utilizar
el antigeno obtenido por precipitaci%n con sulfato de amonio al-
60%, puesto que a esa concentracidn Ee obtuvieron también los an
tigenos que precipitaron con sulfato de amonio al 33 y 50% de sa

turacidn.
Obtencién de Antigammaglobulina marcada con Fluoresceina

Primerapente se obtuvo la gammaglobulina bovina a partir de sue—
ro bovino normal por precipitacidn con sulfato de amonio a una -
concentracidn final de 33% de saturacién (3), se obtuvo el preci
pitado por centrifugacidén a 3000 g, durante 30 minutos; éste se
resuspéndié en solucién salina 0.85% pH 7.8 y se precipitSé en -
las mismas condiciones mencionadas, repitiendo este paso'una vez
mds; finalmente, el preciéitado que contenia las gammaglobulinas
se resuspendi en una solucidn amortiguadora de salina-boratos -
pH 7.8 y se dializd contra esta misma solucién durante 3 dfas -
con dos cambios diarios. Después se le determind el contenido de
proteina por el método de Lowry EE;EL' (15) y se utilizd pa

ra inducir la produccidn de anticuerpos en conejos. .Con la

fraccién gamma globulina bovina obtenida se inmunizaron co-

‘ nejos de acuerdo a protocolo que se muestra en el cuadro 1.

11



CUADRO 1

PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTIGAMMAGLOBULINA BOVINA

INOCULACION DIA VIA
1 (o] 50 mg de Ag disuel Intradérmica
to en 1 ml de solu o subcutdnea
cién salina esté - en miltiples
ril, emulsificada- sitios
con 1 ml de adyu -
vante completo de-
Freund
2 15 ‘Igual a la primera
pero usando adyu - Subcuténea
vante incompleto - '
de Freund
3 30 0.25 mg del Ag
en solucidn salina Intramuscular
4 31 0.500 mg de' Ag
en solucibn salina Intramuscular
5 32 1 mg del Ag en
solucién salina Intramuscular
Sangrado 39

12



Se obtuvo el suero de conejo antigammaglobulina bovina y se pu-
rificaron los anticuerpos nuevamente por precipitacidén con sul-

fato de amonio al 33% (método ya descrito).

Obtencidn del Conjugado Antigammaglobulina con Isotiocianato de

Fluoresceina

A la fraccién gammaglobulina de conejo purificada se le determi
né la concentracidn de proteinas por el método de Lowry (15) y-
se ajusté a una concentracién de 5 mg/ml para acoplarla con iso
tiocianato de fluoresceina (12.5/Fg/m1 de proteina total). El -
isiotiocianato fue disuelto en 100 ml de una solucidn de carbo-
nato de sodio 0.1M y se adiciond con agitacidén suave a la solu-
cién de proteina a la cual se le ajust6 previamente el pH a 9 -
con la misma solucibn. Cuando el pH de la mezcla ya no vario -
después de 15 minutos, se dejd reaccionar la mezcla con agita -
cidén suave y preseryandola de la luz durante 18 horas. Todo el
procedimiento se efectud en frio (bafio de hielo). Después de -
que se completS el tiempo de reaccidn la mezcla se centrifugd a
1500 g para eliminar cualquier precipitado que se hubiera forma
do y después se pasd a través de una columna de 2.5 cm de didme
tro, una longitud de 60 cm y con 4.5 gm de s2phadex g-50 (fine),
lavado previamente dos o tres veces con solucién amortiguadora

de fosfatos 0.01 My pH 7.5 eliminando las particulas mds finas
que quedaban en el sobrenadante. La elucién de la muestra se hi
zo con esta misma solucidn amortiguadora. Se obtuvieron Gos -
fracciones coloridas (amarillo-verdosa), la primera, representd
la inmunoglobulina conjugada, y la segunda era el fluorurocromo
que no reacciond. La fraccidn que contenia la inmunoglobulina -
conjugada se congeld a -70°C en pequefias alicuotas que se des -

congelaron hasta su uso.

13



Agregar a la solucidn A la solucién B y ajustar el pH a 8.6
Se hacen doshoradaciones de 3 mm de dismetro en la placa de
agarosa como se ilustra en el esquema, con una separacién =

entre si de 1 cm. -

ey 24
R

®)

El antigeno (obtenido de acuerdo a la técnica 1), se coloca-
en el pozo que corresponde a la regidn catddica separada un-
centimetro del pozo gue contiene el anticuerpo (el suero pro

blema) que est3 situado en la regibn anddica.

Los sueros de los animales se decomplementan previamente ca-
lentindolos a 56°C durante 30 minutos y se precorren a una -
intensidad de corriente de 30 mA en un aparato para CIE du -
rante 15 minutos, inmediatamente después se coloca el anti -
geno soluble de B. bovis y se corren 75 minutos mis. La apa-
ricién de una banda de precipitacidn se considera una prueba
positiva (presencia de anticuerpos con el antfigeno usado). -
Es recomendable que estos sueros se prueben también con el -
antigeno soluble de gldbulos rojos normales para demostrar —
que la reaccién es especifica contra B. bovis y no debida a
algin componente de los glébulos rojos normales. Se corren -
al mismo tiempo testigos de suero y testigos de antigeno con
tra PBS.

Las placas se dializan tres dfas con dos cambios diarios de-
solucidn salina fisiol8gica (0.85%) y tres dias mids con agua
destilada. Se secan a 37°C y se tifien con una solucién azul-
de Comassie al 0.2% en metanol:acéticoragua (5:1:5) y se eli
mina el exceso de colorante con esta misma solucién pero sin

colorantes.
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6)

7)

Inmunofluorescencia Indirecta

Esta técnica consiste en incubar durante 30 minutos a 37°C en
cimara hdmeda, los frotis de sangre infectada con B. bovis; -
después de este tiempo, se lavan con PBS, se incuba nuevamen-
te a 37°C durante 30 minutos en cdmara hiimeda, se lava nueva-
mente con PBS agitando durante 10 minutos y después con agua-
destilada también 10 minutos con agitacién para eliminar las-
sales; se seca por aireacidn; se les adiciona una gota de gli
cerina fosfatada, se les coloca un portaobjetos encima y se -

observan al microscopio de fluorescencia.

Los frotis se pueden dividir de la siguiente manera con el -

fin de probar varios sueros a la vez.

Contrainmunoelectroforesis

Se prepara un gel de agarosa al 0.75% en una solucién amorti -

guadora de barbiturato HCl 0.065 M a pH 8.6

Solucién Amortiguadora de barbituratos HCl

Solucién A

Dietilbarbiturato de sodio 6,700 g.
Agua destilada aforar a 500 ml
Solucidn B

Acido clorhidrico al 37% 1.02 ml
Agua destilada aforar a 500 ml

15



8)

9)

10)

Determinacién del Titulo de Conjugado

La determinacién del titulo conjugado se efectud por medio de
la técnica de inmunofluorescencia indirecta descrita, utili -
zando un microscopio de fluorescencia marca Leitz Ortholux -

con filtros BG12 y K-510.

Las diluciones de antigammaglobulina fluoresceinada trabaja -
dos fueron 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, y 1:80. Se determiné el ti-
tulo hasta la miximpa dilucién del conjugado en que se observa
ba fluorescencia, utilizando éste para los experimentos poste
riores. Este titulo fue 1:10

Titulacién de los Sueros de Bovinos Infectados Experimental -

mente

para determinar el grado de parasitemia de los bovinos que -~
servirfan como controles positivos, se les hizo la prueba --

de IFI; los sueros que resultaron positivos se diluyeron 1:60,
1:120, 1:240, 1:480, 1:960, 1:1920, 1:3840, 1:7680 con el fin
de conocer su titulo utilizando nuevamente esta prueba. El ti
tulo se expresé como la mixima dilucidn del suero en que toda

via se observaba fluorescencia.

Comparacién de las Técnicas de IFI y CIE en los Sueros de los

Animales de los Ranchos Experimentales

Todos los sueros obtenidos de los animales del Centro Experi-
mental Pecuario "Las Margaritas", considerada como zona endé-
mica, y los obtenidos en el Rancho Experimental "Cuatro Mil -
pas" considerado como zona libre, se trabajaron tanto con la-
técnica de IFI como con la de CIE, a fin de conocer la sensi-
bilidad de la segunda, y tomando como testigos los resulté -

dos obtenidos por la primera.
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RESULTADOS

Los tres bovinos infectados experimentalmente presentaron anticuerpos
séricos anti - B. bovis demostrable por IFI a partir del 8° dia des--
puds de la infeccidn con un titulo mdximo de 1:960, en cambio por CIE
se detectaron estos anticuerpos hasta el 10° dia. En el suero del --
animal testigo (infestado con garrapatas libres de B. bovis) ro se de
mostrd la presencia de anticuerpos anti - B. bovis por ninguno de los
dos métodos descritos. Los sueros de los bovinos infectados no reac-—
cionaron en la prueba de IFI con los glébulos rojos normales ni con -

los antigenos obtenidos a partir de &stos por el método de CIE.

De las 116 muestras obtenidas en el Centro Experimental Pecuario "Las
Margaritas", localizado en Hueytamalco, Puebla, que se considera zona
endémica de babesiosis, se obtuvieron un total de 43 sueros positivos
a la prueba de inmunofluorescencia indirecta, en tanto que con la - -
prueba de contrainmunoelectroforesis sélo fueron 36; siendo 73 negati
vos para la primera y 80 para la segunda (cuadro 2). EL 31% de los -
sueros trabajados resultaron positivos para ambas pruebas y el 63% ne
gativos en ambas, lo gue da una correlacién de 94% entre estas prue-—-—
bas. El 6% restante se debid a falsos negativos, no presentandose en

este caso falsos positivos (cuadro 4).

De las 20 muestras obtenidas en el Rancho Experimental "Cuatro Milpas"
localizado en Tepozotldn, Edo. de México, que se considera zona libre
de babesiosis, se obtuvieron todos negativos para ambas pruebas, lo -

que indica una correlacidn de 100% (cuadros 3 y S).

Es importante sefalar que en ninguna de las dos pruebas se encontrd -
reaccidén entre los sueros y el antigeno obtenido a partir de glébulos

rojos normales.
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CUADRO 2

DATOS DE LOS ANIMALES DEL CENTRO EXPERIMENTAL PECUARIO "LAS MARGARITAS" SAHR

NUM. BOVINO IFI CIE NUM. BOVINO IFI CIE NUM. BOVINO IF1 CIE NUM. BOVINO IFT CIE

5ZR + + 57 - - 80 + + 197 - -
237 + + 256 + + 329 ZR + + 351 + +
358 - - 362 + + 402 + + 436 F

487 + + 496 + - 502 - -

509 ARETE - - 513 + + 596 ZR + + 627 - -
668 = = 71 + + 752 - - 1197 + -
1361 + + 1420 + + 1496 + - 1651 + +
1729 + + 1873 + + 1857 - 5047 + +
2-178 - - 3-18 - - 3-48 + 3-45 - -
3-85 + + 3-190 + + 3-206 - - 3-209 - -
3-232 - - 3-237 + - 4-6 + + 4-7 - -
4-53 + + 4-65 - - 4-94 + + 4-86 - -
4-86 - - 4-95 - - 4-96 + - 4-105 - -
4-11 - - 4-112 - - 4-113 - - 4-116 - -
4-121 - - 4-124 - - 4-129 + + 4-135 - -
4-146 - - 4-145 - - 4-155 - - 4-157 - -
4-161 - - 4-163 + + 4-177 + + 4-182 - -
4-191 + + 4-195 + + 4-197 - - 4-199 + +
4-209 - - 4-213 + + 4-219 - - 4-221 + +
4-225 - - 4-227 - ~ 4-230 + - 4-232 - -
4-233 - - 4-239 - - 4-240 - - 4-210 + +
4-290 + + 4-294 - - 4-313 + + 5-7 - -
5-14 - - 5-21 - - 5-26 - - 5-29 - -
5-42 - - 5-39 - ~ 5-94 - - 5-98 - -
5-13 . - - 5-130 - - 5-137 + + 5-159 - -
5-165 - - 5-168 - - 5-182 - - 5-188 - -
5-207 - - 5-222 - - 5-261 - - 5-264 - -
5-279 - - 5-292 - - 5-296 - - 5-320 - =
5-357 - - 5-358 - - 5-360 - - 5-367 - -

5-368 = - 6-41 = =
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CUADRO 3

DATOS DE LOS ANIMALES DEL RANCHO EXPERIMENTAL “CUATRO MILPAS" UNAM

NUM. BOVINO b3y 3
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CUADRO 4

CORRELACION DE LOS RESULTADOS DE LA CIE CON IA IFI EN BOVINOS DE UNA
ZONA ENDEMICA DE BABESIOSIS: CENTRO EXPERIMENTAL PECUARIO "LAS MAR-
GARITAS" (HUEYTAMALCO, PUE.) ‘

IFI CIE NUM. SUEROS $
+ + 36 31
= - 73 63
+ - 7 6
= + Qa 0
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CUADRO 5

CORRELACION DE LOS RESULTADOS DE LA CIE CON LA IFI EN BOVINOS DE UNA
ZONA LIBRE DE BABESIOSIS: RANCHO "CUATRO MILPAS"

IFI CIE NUM. SUEROS %
+ + 0 0
= = 20 100
+ - 0 0
= I o) )

21



DISCUSION

De todas las pruebas de diagnd8stico para babesiosis que se conocen
actualmente, ninguna refine las caracteristicas ideales, es decir,-
sensibilidad, especificidad, facilidad de realizacibn, de interprg.
tacién y de manejo, disponibilidad para trabajarla en el campo; -
por ejemplo la prueba de fijacidn de complemente que a pesar de no
necesitar una buena purificacifn del antigeno da un bajo nfimero de
falsos positivos, solo sirve para sangre con mids del 60% de parasi
temia; con la prueba de aglutinacidén de eritrocitos parasitados se
detectan altos titulos de aglutinacidn, sin embargo, solo funciona
con los su-ros de la misma zona geografica; la prueba de hemoaglu-
tinacidn pasiva tiene 99% de especificidad en pruebas de campo y -
puede detectar anticuerpos en calostro, sin embargo, necesita sen-
sibilizar eritrocitos, y el complejo antigeno-eritrocito semsibili
zado tiene una vida muy corta; las pruebas de aglutinacién en tubo
y en placa son fdciles de realizar, son cualitativas ya que no se-
puede conocer el titulo; por otra parte, al utilizar un suero inac
tivado no es muy fdcil de trabajarla en el campo siendo ademds po-
co sensible; la prueba de inmunofluorescencia indirecta es cuanti-
tativa ya que permite la titulacidén de sueros especificos, es muy-
sensible, es fdcil de realizar ademds de presentar la ventaja de -
que se pueden comprar los antisueros, sin embargo, requiere de un-.
microscopio de fluorescencia que no es facil de tener en muchos la
boratorios y menos en el campo, por otra parte, se necesita de per
sonal entrenado; con la prueba de contrainmunoelectroforesis se -
pueden correr mayor némero de sueros a la vez y al no necesitar -
equipo tan especializado, es posible realizarla en el campo, sin -

embargo, se sabe muy poco acerca de su sensibilidad.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontrS un alto porcentaje de corre-
lacién (94)%entre las pruebas de contrainmunoelectroforesis e -
inmunofluorescencia indirecta (considerada como la mejor por al
gunos autores como Morilla (17) ). Esta alta correlacifn, auna
da a las ventajas mencionadas para la contrainmunoelectrofore -
sis, permite que esta técnica sea recomendada para el diagndsti
co de la babesiosis en la repblica. Sin embargo cuando sea ne
cesaria mucha mayor precisién en los resultados, se recomienda-
la inmunofluorescencia indirecta ya que es en la Gnica donde es
posible visualizar el antigeno, o sea, a la Babesia dentro del-
gldbulo rojo en forma inequivoca, miestras que en las otras -
pruebas seroldgicas existe la posibilidad de que los anticuer -
pos no solo detecten antigenos de la Babesia sino también anti-
genos propios del glébulo rojo y por lo tanto den falsos positi

vVOS.
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