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R E S U M E N

Se examinaron serológicamente por medio de las pruebas de Fija- 

ción de Complemento F' c en tubo y microplaca 300 sueros de equi

no clínicamente sanos provenientes del Valle de México para eva

luar la sensibilidad de cada una de ellas para detectar anticuer

pos contra Piroplasma equi. Las pruebas de laboratorio se efec- 

tuaron en el Centro Nacional de Referencia en Salud Animal, loca

lizado en Santa Ana TecáT..ac, Edo. de México, se emplearon las - 

pruebas utilizadas por el National Veterinary Services Laborato- 

ries Ames lowa U. S. A.; de los 300 sueros examinados 28 mostraron

ser reactores positivos a ambas pruebas. La prueba de Fijación - 

en microplaca es tan sensible como la prueba de F' c en tubo para

la detección de anticuerpos específicos contra Piroplasmosis. 



IN2RODUCCION

La babesiosis o piroplasmosis es una enfermedad parasitaria que

afecta a bovinos, equinos, sumos, ovinos, canideos y al hombre. 

Los organismos causales son parás tos pequeños no pigmentados de

eritrocitos de los mamíferos, a los que afecta y que es clasiFica

da de la siguiente Forma: 

Clase - Sporozoa

Orden - Haemosporida

Familia - Babesiidae

Génexo . - Babesia

Especie- equ5 o caballi ( en equinos) 

1, 3, 4, 5, a, 11, 15, 22). 

Esta enfermedad ocurre en regiones tropicales y subtropicales del

mundo, su distribución depende del terreno y de la presencia del

vector aprop` ado, como son las garrapatas: Dermacentor nitens, - 

Dermacentor silvarum, Rhipicephalus bursa, R}Iipicephalus san uin

eus. Que actúan como verdaderos vectores biológicos de la enferme

dad. 

4, 5, 13, 15, 16, 19, 21). 

La Piroplasmosis equina es causada por dos especies de Babesias - 

B. equi y B. caballi, infecciones solas o mezcladas pueden ocurrir. 

La infección natural ocurre mediante la picadura de garrapatas in- 

festadas, también puede ser introducida por medio de agujas conta- 

minadas con sangre que contengan piroplasmas. Aunque muy rara tam- 

bién es posible la transmisión por vía placentaria. 

1, 6, 7, 9, 11, 14). 
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Una vez curada la enfermedad deja inmunidad ostra la especie

de babesia que la produjo, la inmunidad resulta de la infec-- 

ci6n lábil, por lo cual los animales curados son portadores de

parásitos y pueden difundirlos irediante garrapatas, la duración

de la inmunidad es variable según la severidad del caso. 

6, 9, 1C, 12, 13 ). 

El diagnóstico de la Piroplasmosis, sobre todo en los primeros

días de la enfermedad puede ser difícil, ya que es normal la vi

talidad de los enfermos, para el diagnóstico es importante la - 

comprobación de la presencia del agente etiulógico en los 916bu

los rojos, si bien teniendo en cuenta que los parásitos solo - 

abundan en la sangre durante 2 a 5 días del proceso febril, más

tarde siguiendo el curso de la enfermedad disminuye de tal modo

su número que no se encuentran o se ven diFícilmente. 

5, 6, 9, 13, 18, 20 ). 

En vista de que es defícil observar los parásitos en tinci6n de

sangre de animales enfermos, se han desarrollado pruebás de labo

ratorio para detectar anticuerpos contra piroplasma como son: 

a) Fijación de Complemento F' C) 

b) Aglutinación Capilar A. C) 

c) Aglutinación en placa C. T.) 

d) Hemoaglutinaci6n pasiva H. P) 

e) Inmunofluoresencia Indirecta I. F. I) 

f) Precipitación en Agar P. A.) 

5, 7, 17, 19, 21, 23, 24, 25). 

Las ventajas que presenta la prueba de Fijación de Complemento, 

son las siguientes: 
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a) No requiere de equipo especial de laboratorio. 

b) Es altamente especifica para detectar la infección. 

c) La dilución de sueros presunta una evidencia del gra

do de infección. 

d) Con esta prueba se puede determinar la duración del

estado portador. 

e) Esta prueba es la más t:ttilizada en exámenes de reco- 

nocimiento epizooticos. 

2, 6, 9, 14, 17, 24 )• 

El objetivo del. presente trabajo es demostrar que la prueba de

Fijación de Compiemerito en microplaca es tan sensible corlo la

prueba de Fijación de Complemento en tubo para la detección de

anticuerpos contra Babesia equi a través de la comparación de

resultados de estas dos pruebas y ver la conveniencia de adap- 

tar la prueba de Fijación de Complemento en tubo a microplaca. 

3 - 



M^, ATERIAL Y METOWS

Se analizaron 300 sueros de equino clínicamente sanos por medio

de las pruebas de Fijación de Complemento en tubo y microplaca. 

Según las técnicas del National Veterinary Services Laboratories

Ames Iowa, U. S. A. ( N. V. S. L.). 

Se realizó primero la prueba de tamiz o pantalla para ambas prue

bas ( cuadro 3 y cuadro 4), utilizando solamente la dilución 1: 5

para cada suero, con su control conteniendo suero diluido y com- 

plemento diluído para detectar sueros anticomplementarios. 

El complemento ( suero de cuye) conservado a - 70' C se tituló para

obtener 2 unidades que se diluyó al 4% para la prueba en tubo - 

cuadro 1) y 5. 5 unidades que se preparó
diluyéndolo al 40% para

la prueba en microplaca ( gráfica 1 y cuadro 2), refrigerándose a

4° C durante 20 minutos antes de usarlo en la prueba. 

Los glóbulos rojos de ovino colectados en solución de alsever 3 - 
días antes de realizar la prueba. Fueron lavados con solución - 

stock en un tubo cónico gracuado por centrifugación_ 3 veces a

1000 R. p. m. durante 5 minutos y luego resuspendidos en solución

stock a una concentración de 3/ para la prueba en tubo y 2% para

prueba en microplaca. Esta suspensión fue mezclada con un volú- 

men igual de hemolisina previamente titulada ( cuadro 5) 1: 3200

con dos unidades para ambas pruebas e incubada a 37° C durarte 15
minutos en baño maría para c- 1 erecto ce sensibilización y poste- 

riormente refrigerara a 4° C hasta su uso en la prueba. 

E1 antígeno Piroplasma equi que procede del. ( N. V. S. L.) Ames Iowa, 

U. S. A. Se diluyó 1: 256 para ambas pri:r,bas. 

4 - 
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CUADRO DE TITULACION DE COMPLEMENTO

PARA LA PRUEBA; EN MICROPLACA ' CUADRO 2. 

TUBOS 1 2 3 4

Solución Stock 0. 3 0. 2 0. 1 0. 0

Complemento diluido 0. 3 0. 4 C. 5 0. 6

1: 500) 

Sistema hemolítico 0. 4 0. 4 0. 4 0. 4

a) Incubar las gradillas con tubos 15' a 37° C baño maría, 

b) Agitarlos. 

c) Incubar la gradilla otros 15' a 37° C bario maría. 

d) Centrifugar los tubos 900 R. P. M. 10 minutos. 

e) Comparar cada tubo con estandares de hemólisis

E) Graficar para obtener la dilución óptima de complemento. 

24, 25j. ) 



GRAFICA DE LA TITULACION DEL COMPLEMENTO: MICROPLACA
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FORMULA PARA OBTENER LA DILUCTON DE COMPLEMENTO

NECESARIA PARA LA PRUEBA DE MICROPLACA. 

DILUCION DE COMPLEMENTO USADA EN LA TITULACION _ 

VOLUMEN CONTENIENDO 5. 5 c' H50

X

0. 2 ml.-+ cantidad requerida para la prueba

X = Dilución de complemento necesaria para obtener

5. 5 c' H50
0. 45

X 5. 5 500 _ x

225 2. 47 0. 2

225

2. 475 2. 47 x = 500 ( 0. 2) 

2. 47 X = 100

x = 
100

2. 47

X = 4C. 48

Dilución 1: 40

8 - 



Complemento 0. 25 ml. 

2 unidades 0. 25 ml. 

Incubar 1 hora a 37° C baño maría

Sistema hemolítico 0. 5 ml. 

Incubar 30 minutos a 37° C baño maría. 

24)- 

A' c - Anticomplementario. 

0. 25 ml. 0. 25 ml. 

0. 5 ml. 0. 5 ml. 

g - FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTEC714

BIBLIOTECA - U N A M

PRUEBA DE TAPIZ 0 PANTALLA PRUEBA EN TUBO CUADRO 3

MUESTRA DE SUERO SUERO PROBLEMA CONTROL + CONTROL A' c*- 

Dil 1: 5 0. 25 ml. 0. 25 ml. 0. 25 ml. 

Antígeno Babesia e ui

0. 25 ml. 2 unidades 0. 25 ml. 0. 25 ml - 

Complemento 0. 25 ml. 

2 unidades 0. 25 ml. 

Incubar 1 hora a 37° C baño maría

Sistema hemolítico 0. 5 ml. 

Incubar 30 minutos a 37° C baño maría. 

24)- 

A' c - Anticomplementario. 

0. 25 ml. 0. 25 ml. 

0. 5 ml. 0. 5 ml. 

g - FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTEC714

BIBLIOTECA - U N A M



CUADRO 4. PRUEBA DE TAIdI7 0 PANTALLA PRUEBA EN MICROPLACA

MUESTRA DE SUERO SUERO PROBLWIA CONTROL+ CON' 70 L A' c

Dil. 1: 5 stock . 025 ml. . 025 ml. . 025 ml. 

Antígeno Babesia egui

025 ml. dos unidades . 025 ml. . 025 ml. ------ 

Complemento . 025m1. . C25 ml. 

5. 5 unidades

Incubar 1 hora a 37° C en baño maría

Sistema hemolítico . 05 ml. 

Incubar 20 minutos a 37° C en baño maría

Agitar

Incubar 25 minutos a 37° C en baño mara

ReFrigerar la placa a 4° C 2 a 3 horas. 

A' c - Anticomplentari.o. 

10 - 

025 ml. . 025 ml. 

05 ml. . 05 ml. 
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CUADRO DE INTERPRETACION PRUEBA EN TUBO

Porcentaje de hem6lisis

0% 4+) Positivo

25% 3+) Positivo

50% 2+) Positivo

75% 1+) Sospechoso

100% Negativo

CUADRO DE INTERPRETACION PRUEBA MICROPLACA

Porcentaje de hem6lisis

0% 4+) Positivo

25% 3+) Positivo

50% 2+) Positivo

75% 1 +) Negativo

100% 
Negativo

24, 25) 
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RES' LIADOS

A los 300 sueros se les corrió la prueba de Tamiz o de Pantalla

con una dilución 1: 5 para determ:'.nar los sueros positivos con

un 50% de hem6lisis, que fueron 28 sueros. A los sueros positi- 

vos a la prueba de Tamiz se les realizó '_a prueba con diluciones

desde 1: 5 a 1: 320 para determ_nar el título final de anticuerpos

de cada uno de ellos. Individualmente se les puso un control pa- 

ra determinar sueros anticomplementarios, en total resultaron 28

sueros positivos con títulos que varían de 1: 10 al 1: 160. 

Positivos a la diluci6n 1: 5 - 0

it if it it 1: 10 - 1

to it it to 1: 20 — 2

it if if of 1: 40 — 8

it it it n 1 : 80 — 13

if it it if 1 : 160 — 4

it if it it 1: 320 — 0



RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA PRUEBA DE TAMIZ 0 PANTALLA
DE LAS 2 PRUEBAS CON DILUCION 1: 5. 

IDENT. P. TUBO P. MICROPLACA IDENT. P. TUBO P. N,ICP.OPLACA

1 4 + 4 + 31 Neg. Neg. 

2 4 + 4 + 32 Neg. Neg. 

3 Neg. Neg. 33 4 + 4 + 

4 4+ 4 + 34 4+ 4+ 

5 Neg. Neg. 35 Neg. Neg. 

6 4 + 4 + 36 Neg. Neg. 

7 Neg. Neg. 37 Neg. Neg. 

8 Neg. Neg. 38 Neg. Neg. 

9 4 + 4 + 39 Neg. Neg. 

10 Neg. Neg. 40 Neg. Neg. 

11 4 + 4 + 41 4 + 4 + 

12 Neg. Neg. 42 Neg. Neg. 

13 Neg. Neg. 43 Neg. Neg. 

14 Neg. Neg. 44 Neg• Neg. 

15 Neg. Neg. 45 Neg. Neg. 

16 4 + 4 + 46 Neg. Neg. 

17 Neg. Neg. 47 Neg. preg. 

18 Neg. Neg. 48 Neg. Neg. 

19 Neg. Neg. 49 Neg. Neg. 

20 Neg. Neg. 50 4 + 4 + 

21 Neg. Ne cg 51 P! eg, Neg. 

22 Neg. Neg• 52 Neg. Treg. 

23 Neg. Neg. 53 Neg. Neg. 

24 Neg. Neg. 54 Neg. Neg. 

25 Neg. Neg. 55 Neer. Neg. 

26 Neg. Neg. 56 Neq. Nev. 

27 4 + 4 + 57 Neg. Ne,. 

28 4 + 4 + 58 Ne,-- . p.Teg

Neg. 
59 Ne-. Neg. 

29 Neg. 

3+ 38 4 + 



IDENT. P. TUBO

61 Neg. 

62 Neg. 

63 Neg. 

64 Neg. 

65 Neg. 

66 Neg. 

67 Neg. 

68 Neg. 

69 Neg. 

70 Neg. 

71 Neg. 

72 Neg. 

73 Neg. 

74 Neg. 

75 Neg. 

76 Neg. 

77 Neg. 

78 Neg. 

79 Neg. 

80 Neg. 

81 Neg. 

82 Neg. 

83 Neg. 

84 4 + 

85 4 + 

86 Neg. 

87 Neg. 

88 Neg. 

89 Neg. 

g0 4 + 

91 Neg. 

92 Neg. 

93 Neg. 

P. MICROPLACA

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

3 + 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

Neg. 

Neg. 

Nea. 

IDENT. 

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

P. TUBO

Neg. 

Neg. 

4+ 

4+ 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg . 

P. MICROPLACA

Neg. 

Neg. 

4+ 

4+ 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

4 + 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 

Neg. 



IDENT. P. TUBO P. MICROPLACA IDENT. P. TUBO P. MICROPLACA

127 Neg. Neg. 160 Neg. Neg. 

128 Neg. Neg. 161 Neg. Neg. 

129 Neg. Neg. 162 Neg. Neg. 

130 Neg. Neg. 163 Neg. Neg. 

131 Neg. Neg. 164 Neg. Neg. 

132 Neg. Neg. 165 Neg. Neg. 

133 Neg. Neg. 166 Neg. Neg. 

134 Neg. Neg. 167 4 + 4 + 

135 Neg. Neg. 168 Neg. Neg. 

136 Neg. Neg. 169 Neg. Neg. 

137 Neg. Neg. 
170 Neg. Neg. 

138 Neg. Neg. 
171 Neg. Neg. 

139 Neg. Neg. 
172 Neg. Neg. 

140 Neg. Neg. 173 Neg. Neg. 

141 Neg. Neg. 174 Neg. Neg. 

142 Neg. Neg. 175 Neg. Neg. 

143 Neg. Neg. 176 Neg. Neg. 

144 Neg. Neg. 177 Neg. Neg. 

145 Neg. Neg. 178 Neg. Neg. 

146 Neg. Neg. 179 3 + 3 + 

147 Neg. Neg. 180 Neg. Neg. 

148 Neg. T? eg. 181 Neg. Neg. 

149 Neg. Neg. 182 Neg. Neg. 

150 Neg. Neg. 183 Neg. Neg. 

151 Neg. Neg. 184 Neg. Neg. 

152 Neg. Neg. 185 Neg. Neg. 

153 Neg. Neg. 
186 Neg. Neg. 

154 Neg. Neg. 
187 Neg. Neg. 

155 Neg. Neg. 
188 Neg. Neg. 

156 Neg. Neg. 
189 Neg. Neg. 

1 57 Neg. Neg. g
190 Neg. Neg. 

158 Neg. Neg. 191 Ne: r. Neg. 

159 Neg. Neg. creg. 
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IDENT. P. TUBO P. MICROPLACA IDENT. P. TUBO P. NICROPLACA

193 Neg. Neg. 226 Neg. Neg. 

194 Neg. Neg. 
227 Neg. Neg. 

195 Neg. Neg. 228 Neg. Neer. 

196 Neg. Neg. 229 Neg. Ne`j• 

197 Neg. Neg. 230 Neg. Neg. 

198 Neg. Neg. 231 Neg. Neg. 

199 Neg. Neg. 232 Neg. Neg. 

200 Neg. Neg. 233 Neg. Neg. 

201 Neg. Neg. 234 Neg. Neg. 

202 Neg. Neg. 235 Neg. Feg. 

203 Neg. Neg. 236 Neg. Neg. 

204 Neg. Neg. 237 Neg. Neg. 

205 Neg. Neg. 238 Neg. Neg. 

206 Neg. Neg. 239 Neg. Neg. 

207 Neg. Neg. 240 Neg. Neg. 

208 Neg. Neg. 241 Neg. Neg. 

209 Neg. Neg. 242 4 + 4 + 

210 Neg. Neg. 243 Neg. Neg. 

211 1 + 1 + 244 Neg. Neg. 

212 Neg. Neg. 245 Neg. Neg. 

213 Neg. Neg. 246 Neg. Neg. 

214 Neg. Neg. 247 Neg. Neg. 

215 Neg. Neg. 248 Neg. Neg. 

216 Neg. Neg. 249 Neg: Neg. 

217 Neg. Neg. 250 Neg. Neg. 

218 Neg. Neg. 251 Neg. Neg. 

219 Neg. Neg. 2152 Neg. Neg. 

220 4 + 4 + 253 Neg. Neg. 

221 Neg. Neg. 254 Neg. Neg. 

222 Neg. Neg. 255 Neg. Peg. 

223 Neg. Neg. 256 Neg. Neg. 

224 Neg. Neg. 257 Neg. Neg. 

11g Neg, Neg. 
225 Neg. Ne,, 

1
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IDENT. P. TUBO P. MICROPLACA IDENT. P. TUBO P. MICPOPLACA

259 Neg. Neg. 291 Neg. Neg. 

260 Neg. Neg. 292 3 + 3 + 

261 Neg. Neg. 293 Neg. Neg. 

262 Neg. Neg. 294 Neg. Dieg. 

263 Neg. Neg. 295 Neg. Neg. 

264 Neg. Neg. 296 Neg. Neg. 

265 Neg. Neg. 297 Neg. Neg. 

266 Neg. DTeg. 298 Neg. Neg. 

267 Neg. Neg. 299 Neg. Neg. 

268 Neg. Neg. 300 Neg. Neg. 

269 Neg. Neg. 

270 Neg. Neg. 

271 Neg. Neg. 

272 Neg. Neg. 

273 Neg. Neg. 

274 Neg. Neg. 

275 Neg. Neg. 

276 Neg. Neg. 

277 Neg. Neg. 

278 Neg. Neg. 

279 Neg. Neg. 

280 Neg. Veg. 

281 1 +. 1 + 

28P Neg. Neg. 

283 Neg. Neg. 

284 Neg. DTeg. 

285 Neg. Neg. 

286 Neg. Neg. 

287 Neg. Neg. 

288 Neg. Ner- 

289 Neg. Ne,-;. 

290 Neg. Ne



RESULTADOS COMPARAT, lOS DE LAS DOS PRUEBAS

CON DILUCIONES DE 1: 5 A 320

SUEROS IDENTIFICACION PRUEBA EN PRUEBA EN

TUBO MICROPLACA

1 1 1: 80 1: 8C

2 2 1: 160 1: 1CL

3 4 1 : 8G 1: 80

4 6 1 : 8C. 1 : 8G

5 9 1: 4C 1: 40

6 11 1: 4C 1: 40

7 16 1: 8C 1: 80

8 27 1: 80 1: 8C

9 28 1: 80 1: 8C

10 3C 1: 4C 1: 40

11 33 1: 80 1: 80

12 34 1: 80 1: 80

13 41 1: 16C• í: i6C

14 5C 1: 20 1: 20

15 64 1: 20 1: 20

16 85 1: 40 1: 4C

1 '

17
9C 1: 40 1: 4C. 

8 96 1: 16C 1 : 1 (; C

c 9 1: 160 1: 16C

2C 115 1: 40 1: 4G

21 121 1: 40 4G

22 167 1: 80 1: 8C

23 179 1: 80 1: 8C

24 21, 1 1: 10 1: 10

25 22C 1: 40 1: Gv

26 2.. 2 1 : 80 1 ; 8C

27 26' 1: SG 1: 8C. 

28 292 8C. 1: 8G

21 — 



DI SCUSI GP? 

1) La prueba de Fijación de complemento en Microplaca es tan

sensible como la prueba de tubo y es dePinitivamente un - 

procedimiento de diagnóstico potencial. 

2) La utilización de reactivos para esta prueba tales como - 

Antígeno Piroplasma equi, complemento, Hemolisina y G16 - 

bulos rojos, es mínimo lo que reduce el costo de la prue- 

ba. 

El Antígeno de Piroplasma equi se tiene que importar de

E. E. U. U., ya que no se produce en México. 

2- 



CONCLUSIONES

1) Especi= icidad de la prueba. 

La prueba de Fijación de complemento en Microplaca Fue positi

va en aquellos equinos con inPecciones causadas por Piroplas- 

ma equi y cuya detección serológica fue semejante a la obten¡ 

da en la prueba de Fijación de complemento en tubo obteniéndo

se en ambas pruebas semejantes títulos de anticuerpos. 

2) La cantidad de equinos serológicamente positivos a ambas prue

bas es importante ya que se trata de animales de alto valor - 

económico y que se mantienen como portadores inaparentes de

la enfermedad. 

3) Se obtuvieron 28 sueros positivos a ambas pruebas, todos ellos

con diluciones que variaron de 1: 10 a 1: 160 que representan - 

el 9. 33% del total de animales muestreados. 

4) Los resultados obtenidos en las pruebas de microplaca son idén

ticos a los obtenidos en las pruebas de tubo. 
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