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RESUMEN

Sesenta y uno bovinos de raza Holstein provenientes de seis explotaciones del
Municipio de Emiliano Zapata del Estado de Morelos fueron muestreados en forma
mensual durante seis meses, de Julio a Diciembre de 1992, Se determiné la tasa de

seroconversion mensual de anticuerpos en contra de Babesta bovis, por medio de Ia

prueba de Ensayo Inmunoenzimatico con enzima asociada (ELISA). En cuatro
ranchos se encontré seroconversion en los meses de septiembre a diciembre de
1992. En el rancho tres se encontré la mayor incidencia durante ¢l periodo de.
estudio. Se determino que existe una gran variacion de la dinamica de B. bovis entre
los ranchos en estudio avnque pertenezcan a una misma regién geografica. Esta
variacion puede ser explicada por los diferentes factores de manejo especificos en
cada explotacion. Se concluye, que para determinar la dinamica de B. bovis en un
hato bovino, es necesario realizar estudios de incidencia que permita identificar el
periodo donde ocurre fa transmision del pardsito, y esto permite establecer

programas de contro! de la Babesiosis mas adecuadas.



INTRODUCCION.

Babesia bovis es un protozoario intraeritrocitico y es el agente causal de la
babesiosis bovina, ¢l cual cs transmitido por la garrapata del géncro Boophilus spp
(10). Babes cn 1888 fu, el primero en describir al parasito ¢n la sangre en ganado

bovino de Africa que presentaban hemoglobinuria(10).

El trabajo clisico de Smith y Kilbome en 1893 en Estados Unidos, se realizd
aproximadamente al mismo tiempo significando el comicnzo del estudio cientifico
de la babesiosis, y asi se demostré por primera vez que la garrapata Boophilus spp

cra el vector de Babesia bigemina, una de las especies de babesia conocida (10).

La presentacion de la enfermedad es principalimente en zonas tropicales y
subtropicales; en México estas zonas abarcan cl 60% del total del territorio y es

donde principalmente sc desarrolla la ganaderia de bovinos.

La distribucion de los vectores, las garrapatas Boophilus microplus y B, annulatus

se encontraba en un 50 % del territorio nacional hasta ¢l afie 1985 (6), habiendose
erradicado en algunos estados del norte del pais y disminuyendo los indices de
infestacion del parasito en otros estados, esto fue debido al efecto ejercido por la
Campaila Nacional Contra 1a Gamrapata. A partir de mediados de 1985 fecha en que
desaparecio esta campaila, las acciones de control de la garrapata disminuyeron y los

casos de babesiosis se hicieron presentes en diversas zonas del pais,



La babesiosis bovina en México es causada por dos especies del Género Babesia:

Babesia bovis y B. bigemina (5). En general y desde el punto de vista econdmico, la
infeccidn causada por B, bovis es considerada la mas importante de las babesiosis .
debido a la alta mortalidad que se presenta. En el caso de B. bigemina la mortalidad

es menor (12).

La babesiosis en los bovinos ha sido descrita de dos formas: babesiosis y babesiasis.
Babesiosis se refiere a la infeccion con un répido crecimiento y multiplicacion del
parasito con signos clinicos tales como : fiebre hasta 41 C, anorexia, depresion,
debilidad, disminucién de la produccion de leche, aumento de la frecuencia
respiratoria y cardiaca, anemia, hemoglobinuria, v aborto en algunas hembras

gestantes (4).

La babesiasis se refiere a la infeccion subclinica que se presenta en animales que se
han recuperado de la enfermedad y en animales jovenes inmunizados pasivamente a
traves del calostro materno (1,3). Es bien conocido que en condiciones de campo, es
menos frecuente que los becerros se enfermen de babesiosis en forma clinica que los
bovinos adultos, este fenémeno ha sido Hamado “Resistencia inversa con la edad"
(3,9). Algunos autores han sugerido que la resistencia puede ser explicada como
resultado de la transmision en forma pasiva de los anticuerpos especificos de una
vaca infectada al becerro. El soporte de esta sugerencia es a través de la deteccion de
anticuerpos maternos en contra de Babesia bovis que han sido encontrados en’
becerros de 5 meses de edad que han estado en completo aislamiento desde su
nacimicnto, de lo que se deduce que estos anticuerpos fueron transferidos en forma
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pasiva a través del calostro de la madre y que protegen al animal durante esta etapa y

no son producidos en forma activa por el propio becerro (2).

Otros autores (2,3) sefialan que los becerros estaran protegidos en contra de la’
babesiosis en los dos primeros meses de edad, debido a la transferencia de
anticuerpos por medio del calostro. Posteriormente los becerros seran susceptibles a
Ia enfermedad en caso de no ser inmunizados en contra de Babesia spp, y esto ocurre
generalmente a traves de la infeccion natural con garrapatas del género Boophilus
spp, infectadas (8), por lo anterior es importante determinar a través de estudios
seroldgicos la dindmica de presentacion de la enfennedad para poder establecer

medidas de proteccion en contra de la misma.

Diferentes métodos de diagndstico de laboratorio se han utilizado en la babesiosis
bbvina como son; {rotis sanguinco directo y serologia, siendo esta ltima las mas
utilizada para estudios epidemiologicos. Las pruebas serologicas mas utilizadas en-
epidemiologia han sido la prucba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la
determinacion de anticuerpos contra Babesia bovis; esta prueba ha sido utilizada en
diversos estudios seroepidemioldgicos en diferentes partes del mundo (12) y en
México se realizd en los estados de Nucvo Leén, Tamaulipas y Coahuila,
habiendose reportado en  este estudio en 1985 una prevalencia del 50% de
seropositivos (13). Otro estudio fue realizado en el estado de Guerrero, se reporto

una prevalencia de anticuerpos contra Babesia ssp. de 77% de animales (5).



6na prueba serolggica que en los ultimos afios se ha utilizado es la de
Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) para detectar anticuerpos en contra de varios
hemoparisitos incluyendo la Babesia spp. de importancia en medicina veterinaria
(11,14). Su sensibilidad ha demostrado ser mayor que otras prucbas serologicas ya
establecidas como son: Fijacion de Complemento, Hemaglutinacion e

Inmunofluorescencia (15).

Los estudios epidemioldgicos de babesiosis en México han sido realizados.
principalinente para determinar la prevalencia de la enfermedad, definiendose la
prevalencia como la proporcion de animales enfermos en una poblacion durante un
periodo determinado. La prevalencia mide la frequencia de 1a enfermedad que existe
5/ no tiene dimensiones 6 unidades, ademfs de ser una medida estitica. Por

definicion los valores posibles cstan dentro de cero y uno (7).

Por otro lado los estudios més dinamicos como son los de incidencia, son escasos, y
en México solo se ha realizado uno (13). Si se define que la incidencia es la tasa de
nuevos casos de una enfermedad que ocurre en una poblacion animal durante un
periodo determinado. La incidencia es una medida importante de la enfennedad que
permite determinar los nuevos eventos de la enfermedad dentro de una poblacion
animal y en un tiempo determinado; a diferencia de la prevalencia en que no se
repiten los casos ya ocurridos durante ¢l periodo en estudio. Por lo seiialado, la
incidencia es una medida dec tipo dinamico y no de tipo estatico como es la

prevalencia. Es importante seilalar que los estudios de incidencia son mas dificiles



de realizar y de un costo mayor pero son necesarios para definir la historia natural de_
la enfermedad (7).

JUSTIFICACION

Los estudios sobre babesiosis bovina realizados en México y en el estado de
Morelos , son exclusivamente de prevalencia de la enfermedad por lo tanto la
informacion generada no ha permitido explicar la historia natural de la enfermedad y
asi establecer programas de control fidedignos en los lugares de estudio. Por lo que
es necesario realizar estudios de incidencia los cuales son dindmicos y con mayor
exactitud,y permitiran obtener informacion aplicable al control de 1a babesiosis en el
lugar y explotaciones ganaderas en estudio, Por lo cual se programo la realizacion
del presente trabajo.

HIPOTESIS.- La tasa de seroconversion mensual de anticuerpos contra B. bovis
(incidencia) en el ganado lechero semiestabulado en el municipio de Emiliano
Zapata Morelos, es baja, debido al tratamiento sistematico que reciben los bovinos
contra las garrapata Boophilus spp.

OBIJETIVO.- Se determinardn las tasas de incidencia de babesiosis bovina causada
por B. bovis en seis hatos de ganado lechero del municipio de Emiliano Zapata,
Morelos a través de un seguimicento seroldgico de Ias IgG en forma mensual durante

seis meses, utilizando la prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Con las tasas de seroconversion que se presentaron sc realizo una propuesta de

control y prevencidn de la babesiosis bovina en las explotaciones en cstudio.



MATERIAL Y METODOS.

Localizacion del sitio de estudio. Los seis hatos lecheros en estudio se localizan en-
¢l Municipio de Emiliano Zapata del Estado de Morelos. El municipio del Emiliano
Zapata esta situado en la parte centro del estado y colinda al norte con el Municipio
de Jiutepec, al sur con el Municipio de Xochitepec, al este con el Municipio de

Temixco, al oeste con el Municipio de Yautepec.

La topografia del Municipio en su totalidad es plana, con un rango de temperatura
anual de 18 C a 30 C y una temperatura media anual de 22 C. El tipo de clima es
semi-cdlido, y los meses calurosos son de mayo a junio.
La precipitacion pluvial es de 700 mm a 1000mm, con un promedio anual de de 853

mm. Los meses de mayor Huvia son de mayo a septiembre.

Seguimiento serologico. Los bovinos utilizados fueron mayores de 9 meses. Siendo
muestreados mensualmente, previa identificacion de cada uno de ellos. En el primer
sangrado se determinarén los animales que se estudiarian en el seguimiento, dentro

del grupo se incluyeron animales positivos y negativos a Babesia bovis determinados

a través de scrologia. Para el calculo de la incidencia solo se consideraron los

animales serologicamente negativos al inicio del estudio.



Obtencion de la muestra. Se obtuvierén muestras de sangre por puncién de la vena
yugular en tubos de 15 ml. sin anticuagulante, se transportaron al laboratorio del
CENID Parasitologia en Hutepec, Mor. para su procesamiento. Las muestras se
centrifugaron a 800 gravedades por 10 minutos y el suero se depositd en viales de

1.5 ml. y se mantuvo a una temperatura de -700 C hasta su uso(10).

Prueba de Inmunoensayo Enzimitico (ELISA). Los reactivos utilizados para la
prueba fueron proporcionados por la Agencia Internacional de Energia Atdmica,
F.A.Q. Los antigenos fueron preparados con un extracto crudo de B. bovis y la
cantidad de proteina utilizada fue de 10 microgramos por miiilitro. Sueros control’
positivos fuerte, débiles y negativos fueron incluidos en cada una de las placas. La
dilucion del suero problema utilizada fue de 1:100 y el conjugado anti-bovino IgG

marcado con peroxidasa se utiliz6 la dilucion de 1:8000.

Adsorcion del suero problema. Los sueros problema fueron adsorbidos previamente
a la realizacion de la prueba, el procedimiento fue el siguiente: se colecto sangre de
un bovino negativo a B, bovis en heparina y sc centrifugo 2 800 X g. Las células
rojas, se separaron y se lavaron tres veces en una solucién amortiguadora de
fosfatos (SAF) pH 7.2, los glébulos rojos fueron lisados con agua destilada fria
ﬂ'grcgando 5 volumenes de agua al paquete de células. La muestra se centrifugo a
12000 X g a 4 C por 30 minutos y se preparé una solucion a una dilucion de 1/10
con el sobrenadante y SAF. Previo a la conduccion de 1a prueba de ELISA el suero
problema fue diluido 1/5 con el lisado y se mantuvo 12 horas a 4 C . Esta dilucién

1/5 de suero se uso en la prueba a la dilucién 1/100,
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PROCEDIMIENTO .

1.-

Fl antigeno se diluyd 1:500 en una solucion amortiguadora de carbonato-
bicarbonate pH 9.6 y 50 microlitros del antigeno se depositaron en czda pozo
del plato de micro-ELISA (NUNC-INMUNOPLATE, DENMARK).

Se incubo ta placa durante 2 horas a 37C.

La solucion de antigeno se removio de la placa y se lavo tres veces con SAF
pH 7.2 conteniendo 0.01% de Tween 20 . 4.- Se bloqueo la placa con 100
microlitros de una selucion amortiguadora de carbonato-bicarbonato con

0.5% de gelatina y se incubo unahoraa 370 C.

Después del blogueo, las placas se lavaron 3 veces con una solucion

amortiguadora de fosfatos (SAF) pH 7.2 conteniendo 0.01% de Tween 20.
El suero problema se diluyd 1:100 en S.A F.y 50 microlitros se depositaron
en cada pozo de la placa en duplicado y se incubd | hora a 37 C. Los sueros

controles positivos y negativos fueron incluidos en cada placa.

Posteriormente se lavo tres veces la placa.



8.~ El conjugado anti-bovino 1gG marcade con peroxidasa de rabano se diluyo
:8000 en S.A.F., Tween 20,y se agregaron 50 microlitros del conjugado en

cada pozo, la placa se incubé a 37 C por una hora.

9.-  Después el plato fue lavado tres veces con S.A.F. y Tween 20, A la placa se
le agregaron 50 microlitros del substrato ABTS (2.6 mM) 2-2"-azinobis (3 etil

benzotiazol-6- cido sulfonico).

10.- Lareaccion fue suspendida después de 15 minutos agregando 50 microlitros

de 0.25 M, de acido citrico (7).

11-.  El valor de absorvancia fue determinado usando un lector de micro-ELISA

equipado con un filtro de 405 nmn,

El resultado fue expresado como un indice derivado de la divisién de Ia media de la
densidad Optica de cada suerc entre la densidad optica del suero control positivo
d,bil, lo valores mayores de uno se consideraron positivos y los valores menores a

uno se consideraron negativos.
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RESULTADOS

De los seis ranchos estudiados durante un pericdo de seis meses, se encontrd
seroconversidn en todos los ranchos en estudio. En los ranchos 2, 3, 5y 6 se
presentd seroconversion en los meses de septiembre a noviembre principalmente, en
este periodo la temperatura media mensual fue de 21 C y la humedad relativa
mensual fue de 70%. En el rancho 3 se encontrd el mayor numero de animales que

seroconvirtieron como se observa en la Figura 1.

En el cuadro 1 se muestran los resultados de los animales que en forma seriada
fueron estudiados en los cuales se detectaron anticuerpos en contra de B. bovis,
durante el periodo de estudio seroconvirtieron de positivo a negativo siete animales
y 21 animales seroconvirtieron dc negativo a positivo. La incidencia calculada
{nuevas infecciones dividido entre los animales que permanccen en riesgo) fué,
calculada en cada uno de los ranchos , observando que en el rancho 3 en todos los
meses hubo nuevas infecciones a excepcion del mes de diciembre; en los ranchos |1,

4 y 6 solo existio un seropositiva en el mes de noviembre {cuadro 2).

Es importante hacer notar que aunque se ¢ aleulo la incidencia mensual en los
ranchos 4, 5 y 6, el numero de animales es muy reducido para poder hacer una
inferencia sobre la presentacion de la incidencia de la babesiosis, ya que es
necesario tener un mayor numero de animales en observacion para que ta
probabilidad de presentacion de l1a enfermedad sea mas real que la que se observo en

este reducido nitmero de animales.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados indican que existe una gran variacion de actividad de Babesia en esta
zona ., Esto es probablemente debido a los diferentes sistemas de manejo empleados

entre los seis ranchos en estudio,

La forma ideal para determinar los periodos de transmision de la babesiosis bovina
deben de ser determinados por muestreos seriados, como se realizo en los seis
ranchos en estudio. Aunque esto es caro en términos de tiempo y dinero es una
actividad necesaria por la precision que se obtienc para determinar el periodo de
transmisién. Una desventaja es que limita severamenic el niimero de hatos y
animales que puedan estudiarse como fue el caso de este estudio, el cual se
contemplo a un lapso mayor, pero debido al aumento de costos de produccién los
propietarios vendieron parte o el total de los animales de las explotaciones en

estudio.

Un solo muestreo al aflo podria solo mostrar una baja prevalencia, pero no permite

identificar cuando la transmision ocurre.

La causa de la alta seroconversion en el rancho tres durante ¢l curso del estudio fue
debido a que en esta ,poca del aio hubo un aumento de temperatura y humedad lo
que permitio el aumento de la poblacion de garrapatas Boophilus en el predio donde

pastorean estos animales. El manejo que se realiza en los ranchos 1 y 6 es dar
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tratamiento periodico con ixodicidas a los animales ,en los ranchos 3,4 y 5 es dar
tratamiento con ixodicidas cuando se observan garrapatas en los animales, en todos
los ranchos los utilizan en forma alternada y no sistematica los métodos de aspersién

y percutaneo {“pour-on"} .

Estudios adicionales son necesarios para determinar el nimero de garrapatas
necesarias para mantener B. bovis en un hato. Un modelo matematico para B. bovis
ha sido desarrollado en ¢l que se predice que una infestacién de 2 a 8 parrapatas,
adultas por dja son requeridas para tener una situacion epidemioldgica inestable (4).

B. bovis no se

Cuando el niimero de garrapatas es menor del rango mencionado,

mantiene en un hato bovino, pero cuando se presentan mas de ocho garrapatas
adultas por dia la mayoria del ganado bovino se infecta antes de tener 9 meses de
edad , debe esperarse que la seroconversion encontrada en el rancho 3 durante este
periodo de estudio pudo ser debido a la presencia de numerosas garrapalas,
especialmente cuando las tasas de infeccion de solo 0.0004 para B. bovis y ademis

son encontrados vermiculos en garrapatas adultas colectadas en el predio (6-7).

La seroconversion encontrada se presenté principalmente en animales jovenes, y por
ia falta de reportes de animales enfermos esto sugiere una baja patogenicidad de la

B. bovis en los animales en estudio.

En el cuadro | se observa que los animales negativos que fueron estudiados, la gran
mayoria son nativos de esta zona y se infectaron en edades tempranas , ademas de lo

anterior también el manejo de ixodicidas es mas constantc. En este cuadro se
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observa una elevada seroconversién de negativo a positivo, esto se debe a que’
muchos animales son jovenes menores de tres afios y se enferman por vivir en una
zona de riesgo aunado al periodo cuando se realizd el estudio que favorecia la

reproduccién ¢ incremento de la poblacién de garrapatas Boophilus spp.

En la fipura 1 sc observa que la actividad de seroconversion sc presento
principalmente en ¢l periodo comprendido de agosto a noviembre, esto se debe a
que en este periodo la precipitacién, temperatura y hwmedad 30 C y 80% de
humedad relativa favorecio la presencia de garrapatas , los ranchos 2, 3, y 6
presentaron mayor actividad de seroconversion debide a que el predio donde
p.astorean estos animales es una zona de paso de otros animales a otros predios
desconociéndose su estado de salud y parasitosis externa aparte de lo antes-

mengcionado.

Ademis se observo que el periodo de infeccion por B. hovis se presentd
ﬁdncipalmente en animales jovenes menores de tres ajios, esto se debe a que estos
sufren la infeccién natural en forma temprana (8), ademis de que la mayoria de estos
animales no estan cn ctapa de produccion por lo que no son tratados con ixedicidas

frecuentemente como [os que estan en produccion.

Por lo que se concluye que para determinar la dindmica de una infeccién por B.
bovis es necesario realizar estudios de incidencia en las explotaciones ganaderas,
esto permite establecer medidas preventivas en contra de la babesiosis bovina. En,

las explotaciones de bovinos estudiadas , en los meses de septiembre a noviembre
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fue cuando ocurrio la mayor transmisién del pardsito por lo tante debera establecerse
un calendario estricto de desparasitacion externa para el control del vector en este
periodo. En el presente estudio se encontro una gran variacion entre cada una de las
seis explotaciones y aunque se encuentran localizadas en una misma region
geografica existen factores intrinsicos de manejo principalmente que influyen en el

awmnento o disminucién de la probablidad de infeccion con Babesia bovis en cada

una de las explotaciones.
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Cuadro l. Cambio de estado serolfgico determinado con la prueba dg ELISA para la detec-
cifn de anticuerpos contra Babesia bovis de julic a diciembre de 1992.

SIs11 visd

Vi 30 #IW

LG
60 N

Persistencia Seroconversifn Persistencia Seroconversidn
Rancho No Animales Negativos neg. a post. positivos post. a neg.
1 30 7 4] 2 1
2 10 5 2 1 2
3 21 3 12 [ 4]
4 5 3 2 0 0
5 8 1 4 1 2
6 7 3 1 1 2
Total 61 22 21 11 7
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Cuadro 2. Tasa de ataque mensual de bebesiosis bovina en seis hatos lecheros del
Municipio de Emiliano Zapata de Morelos de junio a diciembre de 1992.

Rancho No Animales Julio (%)  ARgosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

1 10 3/10 (30) 0/7 (0) 0/7 (0) a/7 (0) 1/7 (14) 0/6 (0)

10 3/10 (30)  1/7 (14) 0/ (0)  1/6 (17) ©/5 (0}  ©0/5 (0)
3 21 3/21 (14) 9/19 (_47) 1/10(10) 3/9 . (33) 3/6 (50) 0/3 -{0)
4 s o5 M0 O0/5 0 0/5 (00 0/5 (0) 1/5 (200 0/4 (0)
5 8 3/8 (3T 0/5 () 0/5- (D) 3/5 (60) 0/2 (0) o/2 (0)
6

7 C074°0) 178 2%) of3 (@ 3/3 33 0/2 (o)
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Figui‘a I.- Meses estimados de seroconversidén a Babesia bovis
en cinco ranchos en el Municipio de E, Zapata,NMo-

relos en 1992 .
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APENDICE.

MATERIAL DE LABORATORIO.

1.- Microplacas de poliestireno de 96 pozos para ELISA (NUNC DENAMARK).
2,- Un juego de micropipetas de 1-10 ul. 10-100 ul, 100-1000 ul.

3.- Una micropipeta multidespachadora de 12 puntas graduable de 10-100 ul.
4,- Vasos de precipitado de 50, 100 y 500 ml.

5.- Matraces de 10, 50, 500 y 1000 ml.

5.- Platina caliente con agitador magnético

6.- Medidor de pH.

7.- Lector de ELISA para microplatos.

8.- Un refrigerador y un congelador.
REACTIVOS DE LABORATORIO.
1.- Frasco de Tween 20 (detergente)

2.- Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (SAF),
cloruro de sodio 8 g/l

Fosfato de sodio 1.4 g/1

Fosfato de potasio 0.2 g/

Cloruro de potasio 0.2 g/1
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3.- Solucién amortignadora de carbonatos pH 9.6.
Carbonato de sodio 1.59 g/1

Bicarbonato de sodio 2.93 g/l

Merthiolate 02 g/l

4.- Solucion de gelatina al 0.5%

Gelatina 5 g/ de solucidén amortiguadora de carbonato,

5.- Solucion de lavado

A un litro de SAF agregar 0.5 ml de Tween 20 agregarlo en forma lenta y disolverlo
con un agitador magnético evitando la formacion de mucha espuma. Esta solucion se

puede mantener en refrigeracion solo por 24 horas.

6.- Agua destilada.
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