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RESUMEN

Se determing la prevalencia de anticuerpos contra Anaplasma
marginale y Bahgsia spp. en el Municipio de Hulxtla, Chiapas, Se san

grarcn 291 animales de ganado cebuino al azar de difsrsntaes ranchos.

Los animales se dividieron en 5 grupos con base a su edad:

Grupo 1t 5 diés a manores de 3 mesas
Grupo 2: 3 messs a manores de 9 meses
Grupoc 3¢ 9 meses a menorss de 18 mases
Brupa 4: 18 masas a mesnorss de 27 meses

Grupo S:  Mayores de 27 messs

Para el diagndstico ds Anaplasmosis s utilizé la prueba de
Fijacién de Complementq (F.C.) y para el ds Babesiosis la prusba de In

munoflucresoencia Indirecta (I.F.I.). En el caso de Babesiosis y con

1ng datae cbbtanidss, se calculd Ia probabilidad diaria de infeccidn con

_______ i G LLLID y

bass a la fSrmula descrita por Mahonsy y Ross (14).

Se encontrd un 70.10% de sueros positivos a Ansplasma margi-

nale y un 77,66% de sueros pcsitivos en Babesia spp. con las prusbas -

utilizadas, .

La probabilidad diaria de infeccifin para Babesiosis fue de -
0.0034.

Los resultados musstran que la prevalencia de anticuerpos -~

contra Anaplasma marginals asi como contre Babssis spp. ss alta, notén
dose que a medide quas aumenta la edad, aumenta sl porcentajs de anima-

l&s positivos.



INTRODUGCION

Entre las snfermedades transmitidés por garrapatas se encuen
tran la Araplasmosis y la Piroplasmosis o Babssiosis que afectan consi

dersblemente la ganaderfa (16). Ademds de que esta Gltima es zoonosis

(9).

La Anaplasmosis y Babesiosis producen pérdidas tanto en la ~
produccicn de carne, como en la de leche en el trépico y subtrépico -

(3)« Persistiendo. comg un problema grave para la ganaderfa nacional.

Para resolver este problema Osormo vy Ristic en 1977 proponen
gue se debe acentuar el conocimiento sobre la distribucibdn, diagnésti-

co y control de Anaplasma marginale y Babesia spp., inicidndose asi en

el Instituto Nacional de Investigacionas Pecuarias el proyecto: "Encues

ta Serolégica Nacional para conocsr la prevalesncia de Anaplasma margi-—

nale y Babesia spp. &n Mexica" (18).

El diegndstico de astas enfermedades es en base a los signos
clinicos que presentan los animales afectados, pero se deben hacer prus

bas hematolégicas y serolégicas para confirmarlo.

Durantes la infeccitn aguda los cusrpos de inclusi6n de Anaplas
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todos, el de Giemsa es el m&s frecuentemente usado. En la tincién con
azul de toloudina los eritrocitus pueden ser tefiidos sélo 2 o 3 minutos

(21), siendo este método Gtil para detectar Anaplasma,

La tincién de Anaranjado de Acridina (NA) incrementa las posi
bilidades de visualizacidn de Anaplasma durante un périodo mds prolonga
do (6).



PRUEBAS SEROLOGICAS

Estas pruebas se utilizan para detsctar animales portadores y

Fijacién de Complemento (F.C.]).

-

Esta prueba @s muy precisa para detectar anticuerpos en core
tra de Anaplasma (2) (25) y s@ utiliza para estudios apizootiolégicos y
de control de Anaplasmosis (7) (10).

Prueba de Aglutinacidn en Placa.

En aesta prusba el antigeno aglutinante de Anaplasma se le per

mite reaccionar con @l anticuerpo del suero sobre la superficie de una

pglaca,

Amerault y Roby en 1968 (1) indican que esta prueba es més -
‘aceptable para trabajos de campo que la prueba de F, C.

En 8l caso de Babesliosis el diagndstico se basa desde el pun-
to de vista clinico en los signos de la snfermedad, pero es esencial el
exéman de laboratorio mediante el estudio microscopico del frotis ds -

sangre tefildos con Giemsa (8).

Las infecciones inaparentes o muy leves son muy dificiles de
diagnosticar utilizando sangrs perifiérica ya que &l nivel de parasite—
mis ;s muy bajo y difticll de cbservar,
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Existen dos tipos de muastras para examinar, las laminillas
de capa delgada de sangre periférica e improntas de frganss viscerales

cuanda los animales han muerto.

- En caso de Babasia bovis el cerebro es el drgaro en donde se
cbsarva un mayor nimero de pardésitos pues cuando sn sangre periférica
se encuentra una parasitemia menor de 1% en el cerebro sa puede encon-

trar de 5 - 2% de eritrocitos parasitados (4) (23).

Las pruebas ssrolégicas para el diagndstico de Bahesiosis -

Prusba Directa de Inmuncflucrescencia (rPDI)

Prusba de Inmunoflucrescencia Indirecta (IFI)
. Prusba Indirscta Hemoaglutinacién (PIH)

Prusba de Fijacidn de Complemento (FC) (11).

Prusba Indiracta Hemoaglutinacisn (PIH)

Esta prusba se implant6 a partir de 1970 con la gue se deter
mind la prevalencia de Babesiosis en diferentes especias animales y en
el hombre (17). |

Prusha Iemunofluorescencia Indirecta !IFI!

. Con ssta prusba ss pusde titular la prassncia de anticuaerpos
sspecificos y ss la de mayor axactitud dentro del diagndstico seraldgl
co da la facilidad que presenta de poder obtener sl antisusro sn forma
comercial (17].
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En esta prusba (IFI) hay reacciones cruzadas sntre 8. bigemina
v Be. bovlis, pero sélo en dilucionas bajas; con esta técnica se ha corro~

boredo que pusde haber animales con titulos bajos y ser resistentes a la

infeccidn (5 ).
Prueba Directa Inmunoflucrescencia (PDI)

Esta prusba requisrs de la preparacidin de anticuerpos contra -~
babesia, marcados con isotiociomato de fluoresceina. Ademds, corn antige
no qus corrssponde en este caso a la sangre de animales enfesrmos de babe

singis. La técnica es de ficil elaboracifin v el conjugado se vends en -

Forma corercial* ( 19).
Prueba de Fijacisn de Cemplemento (F.C.)

Ha sido utilizada por varios grupos de investigadores para de=-

tactar anticuerpos en contra de babasiosis en diferentes especies,

Tiense algunas ventajas, tales coiic su Indice bajo de reaccio-—

nes de falsos positivos entre 2 y 3% de los casos sstudiados (11).

Otra ventaja es la poca purificacifn necesaria para la prepara
cién de antigenos; sin embargo, se debe utilizar sangre infectada qgue =
contenga mencs del 60% de parasitemia. En los estudios epizooticlégicos
se ha usado en México, sin smbargo, se prefiersn las pruebas descritas -

anteriormente por considerarses mis précticas y con bajo indice de reacto

res falscs positives (17).

% Laboratorios Litton da Méxicn, S, A,
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Adn cuando ambas enfermedades han sido estudiadas durante afios,
adin no se sabe la prevalencia que éstas tienen en las diferentes regiones
del pals. Para tal sfecto se estdn realizando muestrsos en zonas ganade-

ras de la RAspiklica Mexicana.

"Este trabajo, se ubico en sl Municipic de Huixtla, Chiapas y -
pretends determinar la pravalencia de anticuerpos sérices en contra de es

"tos dos agentes en la zona.

lina determinacién del porcentaje da anticderpus de Anaplasma -
marginale y Babesia spp, permite establecer la siguiente relacidn hipoté-
tica a mayar numersg de anticuerpos mayor grado de proteccidn, con lo gue
se podrdn fijar diferentes niveles gus ayudardén a prevenir y controlar am

bas enfermedades y proponer las medidas requeridas al caso.

.

£l objeto del prasentas trabajo es el de determinar la prevalen-

- cia de anticuerpos en contra ds Ansplasnma marginals y Babssia spp. en bovi
nos del Municipic de Huixtla, Chiapas por medio de las pruebas serolégi——

cas da:

- Inmunoflucrescencia Indirecta para diagnéstico de Sabesiosis (IFI)
~— Filjacisn de Complemento para diagnéstico des Anaplasmosis (F.GC.)s



MATERIAL Y METODOS

Se colectaron sueros en S diferentes ranchos del Municipio de
Huixtla, Chiapas, La edad fluctud de 5 dias a 8 afios de edad y Fueron
distribuidos de la siguiente forma: ‘

Grupo 1 Becerros de § dias a menoras de 3 meses

Grupoc 2 Becerros y Novillas de 3 meses a menorss de 9 meses
Grupo 3 Toretes de 9 meses a menores de 18 meses

Grupo 4 Nowvillas de 18 mesas a menorss de 27 mesas

Grupo § Vacas mayores de 27 meses ds edad

Los animales fusron sangrados con agujas estérilss obfeniéndg
s¢ 10 ml de sangre de la yugular por cada animal, la cual se colecté en
“i:ubos estériles, una vez separado &1 Godgulc, sl suarg asi cobhtenido =a
centrifugd a 1000 g durante 10 minutos, E1 suero obtenido se dividié -

en dos.par{:as y sa mantuve en congelacitn,

Las pruebas serolSgicas que ss corrisron fueron las siguisne—

tas:

* 1e= Fijacién de Complemento (F.C.) ~ Disgnéstico de anticuerpos -

sspacificos en contra de A. marginale (26).

En asta prueba los pozos qus presentan del O al 50% de hem&li

sis son considerados positivos.

2.~ Immunoflucrescencia Irdirecta (I.F.I.) ~ Fara el diagndstico

de anticusrpos sspecificos en contra de Babesia spp.



9

la cual se realizé siguienda la técnica descrita par Ponce (20) y modifi-
cada en el Departamentc de Hemoprotozeoarios 'del I.N.I.P. Es importanta -
mencionar que para evitar inmunofluoraescencia inespecifica los suerps se

trabajan en una dilucitn de 1:80.

. Para la obtenclin del nimero de animales a mugstrsar se obtuvo
una prevalencia aproximada al sangrar 50 animales de la zona y realizar -

ambas pruebas para posteriomsnte aplicar la f&mula,

2
n = _Z £g
02
Dorde:

Z = Valor de las tablas dado para la distancia de la media

de la desviacifin estander del area bajo la curva (1.96

. pera el 95%).
P = Prevalencia sstimada
g = Aquellos no afectados

D = Porcentaje de desviacién de p permitida (24 ).

Para determinar la probabilidad diaria de infeccién en contra
de Babesia spp, sn bovinos se utilizé la f&rmula propuesta en 1972 por
Mahonasy y Ross (14).
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Donda:

I = Incidencia, que equivals al porcentaje de animales

infectadns,.
a8 = Base del logaritmo natural
h = Tasa dg inoculacién o probebilidad diaria.

t = Tiempo en dias,

Despejando la férmula para obtener b, tenemos:

h-‘(‘I—I)

t
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TECNICA PARA LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTD®

Con cada muastra de susrc ss haca Lna dilucién de 1:5 con So-
lucidn Amcrtiguadora de Veranal (SAV) de pH 7.2 a 7.4, estando hecha la
dilucisn 1:5 se incuba en bafio Marfa a 56°C con sl fin de inactivar el
complemento proplo del suera, ya inactivado se pons 026 ml del suersc -
problema en las pozos de la caja de observacién dos pozos por musstra,
esta caja consta de pozos nones y parss, ya tanisndo el suerg se agre—
gan .025 ml del antigeno unicamente en los pozos nones (antigeno propor
cionado por el Departamento de Agricultura de los E.E.U.U.A.) posteriar
mentes se agrega .025 ml de SAV a los pozos pares, se incuba en bafio Ma~-
ria a 379C durante una hora, al téminc de ssta incubacién se agrega el
sistema hemplitico a razén de .050 ml a todos los pozos y sa vuelve a -

incubar una hora a 37°C en bafio Maria.
Sa llevan los siguisntess controles:

14— Antigeno + Complemento + Sistema hemolitico.

. 2e— Sistema Hemplitico + Complemento.
3.~ Solucién Amortiguadora de Veronal (SAV) + Sistema hemolftico.

4,~ Suaro Positivao + Antigeno + Complemento + Sistema hemolftico.

5.~ Susro Negativo + Antigeno.
6.~ Susro Positivo + Complemento + Sistema hemalitico.
7+= Susro Nagativo + Complamento + Sistema hemolitico.

Los sueros positivos presentan un bot6n (sedimento de eritrp
citos) y los negativos prasentan lisis de los sritrocitos.

* Esta técnica se menciona debido a que ss obtwo de un menual propor-
cionado por sl Departamento de Agricultura de los E.U.A. sl cual es
dificil de adquirir (25),
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 TECNICA PARA LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENGIA INDIRECTA (20)%*
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Dascongelar el antigenc (frotis con parasitemia del 5%) sn una cémara
de desecacidn con silica durante 15 minutos.

Fijar el frotis del antigeno (Babesia) en acetona durante 5 minutos -
‘dos veces. '

Hacer 4 circulos sobre el fr'atis (antigeno) con un l4piz de pintura -
de aceite.

Colocar los suaros testigos dilufdos 1:80 (+) y (=) uno en cada cffey
lo y el suero problema diluido 1:80 en solucién amortiguadora de foé—
fata (FBS) pH 7.2 y con su debida identificacidéin en uno de los circu-
los restantes; el cuarto circulo seré el control del conjugado.
Colocar el frotis en cémara himeda & incubar a 37°C durente 20 minu-
tos.

Lavar en PBS pH 7.2 durants 5 minutos 2 veces.

Lavar con agua destilada durants 5 minutos una vez,

Dejar secar frente a una fuente de aire o a temperatura ambientas.
Colocar en cada circulo suero conjugado de conejo antigamaglobulina -
de bovino¥ an los cuatro circulos,

Colocar el frotlis en cémare himeda e incubar a 37°C durante 30 minu-—
tos en obscurddad. '

Lavar en PBS pH 7.2 durante S minutos dos veces.

Lavar sn agua destilada durants 5 minutas una vez,

Dejar sacar frente & una fusnte de aire & temperatura amblente.
Colocer una gota de glicerina 1:10 diluida con PBS pH 7.2 en cada cir

culo (9 partes de glicerine + 1 parte FBS pH 7.2).

Colpcar un cubresobjeto culdando que la glicsrina se sxtienda uniforma
mente dentro de loa circuloss.

# Cappel Laboratories., Cochranvilis, PA. 19330 U, 5. A.



16,~ Fijar sl cubracbjeto con ssmalte transparente.
17.~ Observar al microscopio de luz ultravioleta utilizando el objetive
de inmersidn,

NOTA: Diluciones menores a 71:80 pusden dar reaccidn falsa positiva.

13
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AESULTADOS

En el cuadro I se puede observar que a medida qua aumenta la
sdad aumenta el porcentaje de aninmalaes positivos. En el grupo de anima
lgs de 5 dias a mengres de 3 mesas el porcentaje ss de 77,33% de reacto -
res positivos; en los animales de 3 meses a mencrss de 9 mases ss obtu~
va un 53.45% de reactorss positives; en animalgs de 9- meses a menores de
18 masas es de 59.54%; en los de 18 meses a menaores de 27 mesas es de -
58,96% y en los animales con una edad mayor ds 27 meses el porcentaje -

. de reactorss positivos es da 69,11, cbteniendo un promedic de 70.10%.

De la prueba de Immunofluorescencia Indirecta en los 291 ani-
males se ocbtuvieron los siguientes resultados que se pueden obsarvar en
gl cuadro nimero 2, De los animales de 5 dias a menarss de 3 mases se
obtuvo un 70.65%, en 1los de 3 meses a menores de 9 meses un 55.65%, el -
grupo de 9 meses a mencres ds 18 meses se cbtuvo un 85,71%, de 18 mases
a mencres de 27 meses un 59.65%, y sn los animalas maycras de 27 meses

83.82%, siendo el promedio de 77.65%.

En la gréfica nimerc 1 estén los resultados de la prevalencia
de anticuerpus aspscificos de Anaplasma merginale represantados en por-
centajas, ss cbsarva que la prevalencia general de anticusrpos sspecifi

cos es de 70, 10%.

En la grédfica nimerc 2 se observa la prsvalencia de anticusr~
pos sspecificos sn contra de Babesia spp, que fue de 77,68%.
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En el cuadro numers 3 se presentary los resyltadss cbtenidos

de la probabilidad diaria de infeccidn en contra de Babasia spp. que -

fueron:
.Animales de 5 dfas a menores de 3 meses 0.0258
Animales de 3 mesas a menores de 9 meses 2.0081
Animales de 9 meses a menores‘ de 18 meses 0.0048
Animales de 18 meses a mencras de 27 meses 0.0035
Animales de més de 27 meses 0.0022

teniendo comg promedio una prosabilidad diaria de infeccidn de Q.0034.
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CuUADRGO I

PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTD [F.C.) PARA LA DETECCION DE ANTICUERPDS
EN CONTRA DE ANAPLASMCSIS BOVINA.

Ne. de No. de
E D A D : Animales Positives %
S dfas a menores de 3 meses 75 58 ‘7‘7‘3.'3
3 meses a menores de 9 meses &3 40 '63.49
9 meses a menores de 18 meses 55 et 89.64
18 meses a menoras de 27 mases 29 0 68.96
Maygres de 27 msgses 68 a? 69.11
TOTAL 291 247 70.10

Prevalencia Genersl de 70.10%.
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‘CUADROQO 2

PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) PARA LA DETECCION DE ANTICUER-
POS EN CONTRA DE BABESIOSIS S8OVINA.

‘ No. bDE No. DE
E D A D ANIMALES POSITIVOS %

5 dfas a menorss de 3 meses 75 53 70.86

3 meses a mengres de 9 meses 63 492 66.66

g meses a menores de 18 ;meses 55 . 48 85.71

] 1B’meses a menores da 27 meses 29 5 89.65
‘| Mayores de 27 messs 68 57 83.82
TOTAL 291 225 77.66

Prevalencia General de 77.56%.
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cC uADROD 3

REACTORES POSITIVOS.Y PROBABILIDAD DIARIA DE INFECCION EN CONTRA DE RBabesia
spp. EN ANIMALES DE RAZA CEBUINA,

D ' '
. X ED:?:S Ng. DE Na. DE % PROS.
EDAD ' ANIMALES | POSITIVOS | POSITIVOS | DIARIA
5 dfas a menores ‘
de 3 mgses 47.5 75 53 70.68 0.0258
2 meses a msnores
de 9 meses 180 63 42 85.66 | 0.0081
9 meses a menoras
de 18 meses aa35 56 48 85,71 0.0o4s8
18 mases a menores
de 27 messs 575 20 = gs.88 | o.oo2
Mayores de 27
meses 810 &8 57 83.82 0.0022
TOTAL 428.7 291 285 P ES G.0034
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’ G RAFICA 1

PORCENTAJE DE ANIMALES CON ANTICUERPOS EN CONTRA DE Ananlasma marginale POR
MEDIO DE LA PRUESA DE FIJACION DE COMFLEMENTC (F.C.).

100

X = 70.10

9% DE ANIMALES BEACTOHES POSITIVOS

8> 3 X 9 9< >18

EDAD EN MESES
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DOISCUSION

En el presente estudio se observaron prevalencias de anticuer

pos séricns en contra de Anaplasma marginale y Babesia spp. del 704 10%

y 77.66% respectivamente.

Los valores aqul ocbtenidas en el caso de Ansplasmosis son ma—
yores a los encontrados par Lépez (12, 13) en los Municipios de Villa -
Comaltitldn, Chiapas (33.6%) y Flaya Vicente, Veracruz (35.%%), asi tam
. bién como los encontrados por Ortega (15) en sl Municipio de Hueytamal—

co, Puebla gue fueron de 32.7% trabajando con animales de las mismas cag

racteristicas.

En cuanto a babesiosis, los resultados de este trabajo tam— -
bién muestran uma mayor incidencia cemparando a los obtenidos en el Mu-
nicipio de Flaya Vicente, Ver. por Lopez st al. en 1981 (13}, en el que
se obtuvo una prevalencia de 51.6% y en el Municipio de villa Comaléi—
t14n, Chiapas, donde encontrd sflo un 12,4% de reactores positives (12).
Orega (15) en sl Municipio de Hueytamalco, Puebla obtuvo el 70.58% de ~

ardimales con Acs, en contra de Babesia spp.

La Gréfica nimero 1 muestra las porcentajes de reactores poci

tivos de Anaplasma marginale segun la edad de los animalss. GSe puede -

observar que existe un decremento de los animalss positivos en el segun
do grupe para posteriormente incrementarss seglin la edad va avanzando.

Esto es debido & que sl primer grupo se detectan anticuerpos adguirides
a trayés del calostro (22).
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En la grafica nimerc 2 se puede cbservar el porcentaje de rg
actores positivos a Sabesia spp. 82 observa que en an imales de 5 dias
a menores de 3 meses existe un alto porcentaje de animales positivos -~
(70.66%) disminuyendo en el segundo grupc posiblemente debide a la pér-
dida de inmunidad pasiva, en los sigulentes grupos se gbserva un aumen—
to p;ulatino conforme aumenta la edad, axcepto en el grupo de animales

mayores de 27 meses que disminuye.

Comparando las resultados del cuadro nimero 1 (porcentaje de

reactores positives en contra de Anaplasma marginale), se cbserva el au

mento de animales positivos, de los 3 mesas a menores de 5 meses, de §
mesgs a mencres de 18 meses, mayores de 18 meses a menores de 27 meses
y mayores de 27 meses, siendo &stos de 63.45%, 69.64%, 58.96% y 59.1%
respacti\'lamente.‘ En el grupo nimero uno el porcentajs de reactores pe-
‘sitivos es mayor (77.33%), debido a la inmunidad pasiva adquirida por -

el calostro. E1 promedio de prevalencia ohisnido ss del 70.10%.

En un estudio hecho por Mahoney y Roos (14) se observs que si
el parcentaje oe animales infectados era del 100% al destete {5 meses -
de edad) la Babesiosis era estable. Cuando la probabilidad de un hato
sa encontraba entra 0.,0005 y 0,005, astos animales se situaban dentro -
del A"gn.xpr:x de mayor rissgo asociado a un brobts de la enfermadad como fue

on este caso.

Los resultados de la tasa diaria de inoculacién (h) de Babe—
siosis de 0,0034 en promedio de los S grupos, esto es, que la probabili
dad de qua un bovino sea infectado con Babesia en un dia es de 3.4 en -

1000 ariinales. Estos rasultados podrian indicar sl momento y el lugar
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adecuado para llevar a cabo actividades relacionadas con el control de
la Babssiosis bovina, después da haber realizado varias prusbas del -
mismo grupo de animalss y en diferentas épocas del afia. Se observd -
que la probabilidad diaria de infeccidn disminuye conforme aumenta la

edad y por lo tanto la susceptibilidad a padecer la enfermedad por los
animales no infectados aumenta, si eatos llegan a ser infestados por -

garrapatas infectadas.

Por lo tanto las recomendaciones para la zona fueron las si-

gulentes:

1e= Promunizar el ganado que lleque de zonas libres dehido a que

es una zona con prevalencia alta a Babesinsis y Anaplasmosis.

2~ Bafiar periodicaments al ganado con concentracionss adecuadas

de garrspaticidas para controlar la incidencia des estas pard
sitos en gl &rmsa,

3.~ Evitar en el ganado situacionss gue precipiten la presenta-

clén de casos agudos como:

Movimisrtos de ganado.

Cambios de temperatura.

Sequias prolongmdas.

Procaesos infecclasos viralss o bacteriales agudos.
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