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RESUMEN

ALCALA CANTO, YAZMIN. Desarrollo y caracterizaciéon de Bab bovis y

bigemina en Cultive Celular (bajo la direccion de MVZ PhD. Lcopoldo Henri Paasch
Martinez y DVM PhD. Gerald Gale Wagner).

Bab.

Babesia bovis v Babesia bigemina son los hemoprotozoarios causales de la babesiosis
bovina. Esta es una enfermedad transmitida por garrapatas del género Boophilus spp y sc
presenta en aquecllas drcas geograficas en las cuales el vector es capaz de sobrevivir. El
cultivo in virro es un medio importante para la obtenciéon de clonas puras de cstos parasitos,
los cuales pueden ser utilizados c¢n varios estudios. En este estudio, Babesia bovis y B.
bigemina fueron cultivadas en eritrocitos de bovino y el medio estuvo constituido por 58%
de M-199, 40% de sucro de bovino adulto sano y 2 % de solucion buffer TES. Se utilizaron
dos tipos de sales balanceadas incluidas en el Medio 199. Los cultivos establecidos fueron
alimentados, subcultivados y criopreservados utilizando polivinilpirrolidona como

crioprotector. La viabilidad s¢ evalué por medio dc frotis sanguinecos de gota delgada

Leiiid "

te la técnica de Gi vy la anti icidad se verifico a través de la prueba de
inmunofluorcscencia indirecta. El porcentaje de eritrocitos parasitados aumentd cuando se
empled la solucion salina balanceada de Earle. El cultivo 11 vitro de estos parasitos pucde
ser aplicado para obtener poblaciones puras que podran ser utilizadas para claborar una

vacuna. Ademas, esta técnica permite desarrollar y mejorar métodos diagnosticos sensibles

y especificos.



INTRODUCCION

La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional
Auténoma de Mexico es uno de los principales promotores de las actividades agricolas y
participa activamente en cl desarrollo de modelos eficientes de produccion integral de los
recursos agropecuarios. La FMVZ tiene la intencion de concientizar a los productores
mexicanos acerca de la necesidad de tener un papel dominante en investigacion con et
objeto de llevar a cabo programas de medicina preventiva y de mantener ¢ incrementar las
exportaciones de ganado; las cuales representan un ingreso anuat de 450 millones de délares
(33). Dec esta manera, México puede ser altamente competitivo al participar en el Tratado de

Libre Comercio (TL.C).

Latinoamérica ticne el doble de ganado bovino que EE.UU., pero produce menos de la

mitad dc came de res. Las garrapatas y las enfermedades transmitidas por éstas han sido

incriminadas como uno de los principales obstaculos para una produccion eficiente.
Presionados por la necesidad de un mecjoramiento econdmico, los paises latinoamericanos
han intentado incrementar la eficiencia de las operaciones comerciales de ganado mediante la
imporiacién de razas mias productivas procedentes de paises con climas templados. Sin

embargo, los animales importados son altamente susceptibles a las enfermedades
transmitidas por gatrapatas y se desecmpeilan pobremente cuando son introducidos en areas

endémicas (63).

La babesiosis es una enfermedad de distribucion cosmopolita causada por un protozoario del
género Babesia. L.os agentes infecciosos de este género parasitan a los bovinos, ovinos,

equinos, caninos, porcinos, felinos, roedores y al hombre (61).



£sta cs una de las enfermedadcs con mayor importancia en las dreas tropicales, subtropicales
y en algunas templadas, en donde 600 millones de cabezas sc encuentran en riesgo (24, 94).
I.a babesiosis ¢s una enfermedad transmitida por parrapatas de la familia /xodidae y
clinicamente sec manifiesta por la presencia de anemia, hemoglobinuria ocasional e ictericia
(77). Las sinonimias de la babesiosis son: Fiebre de Texas, Fiebre de las Aguas Rojas
(Redwater fever), Fiebre de la garrapata del pganado, Tristeza, Chorro de Madera,
Hemoglobinuria del ganado, Ictericia Maligna, Ficbre Biliar, Ramilla o Piroplasmosis en
Meéxico (61).

Epidemiolégicamente, se reconocen dos condiciones de presentacion de Babesia:

a) Babesiosis: Corresponde al estado de enfermedad clinica y se presenta en poblaciones de
bovinos susceptibles.

b) Babesiasis: Se refiere a la enfermedad subclinica que se observa en animales que se han
recuperado de la enfermedad o en animales jovenes, inmunizados por medio de garrapatas
infectadas o por transfusion de sangre infectada en zonas endémicas (88).

El género Babesia Srarcovici es un miembro de la tawilia Babesiidae Poche, orden
Piroplasmorida Wenyori, en el phylum Adpicomplexa. l.as carn_clcrislicﬂs principales de
Babesia spp incluyen

a) Su transmision transovarica en la garrapata (ocurre solamente en aquéllas de un sélo

hospedador)
b) La transmision entre los hospedadores vertebrados a través de los vectores

c) La residencia en eritrocitos de estos altimos. en donde se¢ divide sin formar pigmentos a

partir de la hemogiobina de ta célula del hospedador (4,15).



La babesiosis bovina es causada por las siguientes especies:

Babesia bigemina (Smith y Kilborne, 1893)
Babesia bovis (Babes, 1888; Starcovici, 1893)
Babesia divergens (McFadycan y Stockman, i1911)

Babesia major ( Sergent, Donatien, Parrot, Lestoquard y Plantureaux, 1926) (77)
En América son importantes dos especies que afectan al ganado bovino, Babesia bovis y

Babesia bigenuna. La distribucidon de csta enfermedad hemotropica en ecosistemas

tropicales, templados y subtropicales esta inti e rel

da con aquéla del (los)

vector (es) del agente infeccioso. Las garrapatas del géncro Boophiins son los unicos

vectores de 1a babesiosis en este hemisferio (14). Los vectores de B. bigenuna son

principalmente Boophilus decoloratus, B. microplus y B. annulatus. Las arcas en donde se

encucnira csta garrapata son Centro y Sudamérica, Africa, India, Sudeste de Asia y
Australia. De las 250 millones de cabezas de ganado bovino estimadas en Centro y

Sudamérica, aproximadamentc 175 millones (70%) se encuentran en regiones infestadas por
garrapatas cnatre las latitudes 33° Norte y 35° Sur del ecuador (1, 63). (Cuadro 1)

B. bigemina parcce ser 1a mas prevalente de las especies de Babesia | sin embargo, B. bowvis
es la mas patdgena (67). El ciclo de vida y la transmision de Babesia en las garrapatas han
sido estudiados ampliamente. Cada especic del hemoparisito es relativamente especifico
para su vector. L.os cambios del desartollo y la multiplicaciéon ocurren en las garrapatas
plétoras, en los huevos y en la progenie resultante. Los esporozoitos son liberados en la

saliva de los vectores que sc alimentan del vertebrado. La temperatura ambiental afecta el

desarrolio y la supervivencia de los esporozoitos en las garrapatas infectadas (15).

Al alimentarse de sangre. cl vector ingiere los eritrocitos parasitados. Los trofozoitos de

Babesia se liberan del glébulo rojo mediante una digestion.



LLos que sobreviven se dividen y forman vermiculos, los cuales al romperse la célula pasan a
Ia hemolinfa de la garrapata. Llegan a las células de los tubulos de Malpighi y se dividen de
nuevo dando lugar a vermiculos hijos que pasan a los ovarios e invaden los huevos. Al
desarrollarse la larva, pasan a las células del epitelio intestinal en donde se repite ¢l proceso
de fisidbn muliiple y se producen mas vermiculos o mecrozoitos. Las células cpiteliales se
rompen y éstos pasan a las glandulas salivales hasta la fase de ninfa, en la cual crecen. se
redondean y se produce otra division binaria maltiple, lo cual da lugar a una gran cantidad
de clementos pirifornes que penetran al hospedador vertebrado junto con la saliva cuando la
garrapata se alimenta de €l. Los hemoparisitos aparecen en los citrocitos cntre los 8 y 12
dias (77).

Babesia se parece a Plasmodiurm en el sentido de que ingresa al eritrocito sin lisar la

membrana celular. La penectracién es un proceso activo con cinco fases iniciales (89):

I. Contacto entre el merozoito y ¢l eritrocito

2. Orientacién del polo apical del parasito hacia el eritrocito

3. “Fusion” de membranas entre €l merozoito y el eritrocito

4. Liberacion del contenido de los rhoptrios

su

5. Cambios en la membrana del eritrocito e¢n el sitio de union, lo cual resulta en

invaginacién y en la ecntrada del merozoito.
La membrana invaginada sc fusiona después ¢n sus litnites externos para formar una vacuola
parasitéfora. La membrana celular del hospedador que se encuentra dentro de la vacuola se

desintegra, lo cual poue en contacto directo al parasito con ¢l citoplasma. La morfologia y

caracteristicas de comportamicnto de los eritrocitos se ven alterados.



Vistas microscopicamente, las células infectadas pueden diferir de las no infectadas en

tamailo, forma y caracteristicas de tincion (15).

Los signos cli

os varian cn intensidad dependiendo de la virulencia de la cepa, ¢l volumen
dcel indculo, cdad del animal, estrés y en los animales jovenes de zonas endénticas del grado
de inmunidad conferido por ci calostro. En la patogenia de la babesiosis existen dos eventos

importantes:

@ Liberacion de sustancias fannacolégicamente activas que provocan un estado de choque
en el animal: Il parasito activa el sistema del Complemento, de las cininas, de la
coagulaciéon y dc la fibrinolisis provocando un sindrome semcjante al de la coagulacion
intravascular diseminada. Esto se complica por la presencia de complejos antigeno-
anticuerpo quc sc depositan en ¢l rinén, lo cual llega a provocar glomerulonefiitis y la
consiguiente retencion de sustancias toxicas en la sangre. Los animales enfermos presentan
hipocomplementemia. El Complemento (via clasica) podria activarse a través de sustancias
liberadas por el parasito o por las anafilotoxinas (Ci., Csu), las cuales producirian la
liberacion de sustancias vasoactivas. Por otra parte, en los bovinos hay disminucion
marcada de los niveles de cininas circulantes durante la presentacion de los signos clinicos.
Las cininas provocan cntre otros efectos una fuerte vasodilatacion ¢ incrementan la
permeabilidad de los vasos sanguineos, llcgando a presentarse é€stasis circulatorio y una
obstruccion de la circulacidn local.

@ Anemia: Se produce independientemente del grado de parasitemia, va que se ha
observado que ocurre con la misma intensidad en animales con 10% de los eritrocitos

parasitados o con menos del 0.01%.



Por lo tanto, la ancmia no se debe a la accion fisica de la entrada y salida de los eritrocitos,
sino que probablemente tenga una base inmunologica. Hay varias hipétesis:

1. El antigeno de la Babesia se adhiere a la superficie de los eritrocitos, lo cual provoca que
éstos sean reconocidos como extraiios.

2, El antigeno activa ¢l sistema properdina permitiendo la fijacion del complemento hasta
Ca ¥ Csiu que estimularian 1a fagocitosis al adherirse al eritrocito.

3. Los anticuerpos contra cl antigeno actian como opsoninas sobre los eritrocitos.

4. Los anticuerpos fijan ¢l complemento hasta C., provocando erntrolisis. (66)

Los signos principales s¢ manifiestan después de un periodo de incubacion de 8 a 10 dias,
aunque puede ser mas largo y son: fiebre (41° a 42°C en ¢l aduho), depresion, anorexia,

atonia ruminal, constipacién, aumento del pulso y respiracion, disminucion rapida de la

produccidén en vacas lecheras, aboro, h lobinuria, ia e ictericia. En casos severos

el ganado se postra después de tres o cuatro dias y 2 la semana siguiente del ataque hay
quejidos y dolor, tremor muscular, lagrimeo y salivacion con rapida caida de la temperatura
abajo del nivel normal (77).

Los animales infestados con los hemoparasitos B, bovis y B bigenuna vepresentan un
impacto negativo en las actividades economicas del sector agropecuario. El mayor
impacto economico de la enfermedad se concentra en areas en donde e¢s mantenido el
ganado Bos raurwis altamente susceptible.

Las pérdidas ocurren generalmente cuando la estabilidad endémica de la enfermedad se vé
alterada, ya sea por la introduccion de ganado ouevo dentro de areas endémicas o por el

control no confiable y esporadico de las garrapatas (67).




El movimiento de ganado susceptible de areas libres de los vectores hacia estas regiones
resulta desastroso. Desde que la enfermedad se erradicé de Norteameérica, la importacién de
ganado de EE.UU. y Canada a estas regiones es igualmente riesgoso (1, 82).

México ha llevado a cabo una campafia para erradicar a Boophilus micropius y a B.
annulatus desde 1976. La mayoria de los esfuerzos se han concentrado en la region Noreste
del pais, en donde existe un cinturon de cuarentena entre la frontera de México v Texas
(EE.UU.). Los estudios scroepidemiologicos en los estados de Nuevo l.econ, Tamaulipas y
Coahuila demostraron unas tasas de prevalencia en hato de 50% y 56% para B. dowis y B.
bigemina respectivamente;, mientras que en Veracruz se demostrd una prevalencia mais baja,
la cual fue de 24.5% (63). De csa manera, todos los factores ecologicos favorecen la
interaccion del vector biologico, los hospedadores y el parasito.

Es imponante conducir diversas investigaciones cpidemiolégicas y diagnésticas de una
naturaleza sensible y especifica para poder crear sistemas preventivos derivados de estudios
biotecnologicos y microbiologicos.

Epidemiologia: La gran complejidad de la relacion Babesia-Garrapata-Bovino ha dirigido
tos csfuerzos hacia la obtencion de mejores métodos de diagndstico para prevenir la
enfermedad clinica y para determinar el papel del animal portador en la epidemiologia de la
enfermedad asi como la infectividad de los vectores con el objeto de producir una vacuna
segura y duradera contra la babesiosis (82).

Las especies del género Babesia le permiten a las poblaciones de organismos €l alcanzar un

equilibrio tlamado “Estabilidad Endémica’™ sin causar signos clinicos a su hospedador (16).



Los animales quec se recuperan de la infecciéon natural quedan protegios contra un desafio.
Permanecen como portadores del parasito a niveles muy bajos y desarrollan una fuerte
inmunidad en contra de futuras infecciones (15, 82, 89),

La resistencia natural de algunos bovinos a la babesiosis existe y esta dada por varios
factores. Con respecto a la raza, parcce ser que el Bos sudicus ticne mayor resistencia que
Bos taurus. En cuanto a la edad, en ireas endémicas los becerros de menos de un afio de
edad rara vez muestran signos de la enfermedad; sin embargo, en estudios de laboratorio cs
posible infectar a becerros desde los pocos dias de edad, lo que indica que quiza 1a edad no
sea importante, sino que probablemente exista una inmunidad de hato que es transmitida de
la madre al producto (66). La hemoparasitosis ¢s mas comian en los animales jovenes
{mayores de un afio de edad) que en los adultos. Esto se debe entre otros factores a que los
animales adultos han tenido un periodo mayor de exposicidon a la enfermedad, por lo cual
han desarrollado un mayor grado de inmunidad (32). Dentro de la resistencia natural, el
grado de actividad del sistema reticulo endotelial y fundamentalmente del bazo juegan un
papel muy importante. Cuando se climina el bazo 2 los bovinos, hay un incremento
considerable en la susceptibilidad a Babes:a spp. En cuanto a la inmunidad especifica,
cuando un animal sufre una infeccion y luego se recupera. éste queda inmune por un periodo
variable. Sin embargo, durante ¢sc periodo es posible aislar al parasito de Ia sangre, lo cual
indica que éste debe estar presente para que haya inmunidad.

Por otra parte. en ocasiones se ha logrado demosirar que es posible que hay inmunidad sin
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que esté presente la Babesia, y esto puede durar hasta cuatro afios cuando sc desafia con la
misma cepa (66).

En la mayoria de los paises, el control de la babesiosis ha consistido en el uso de firmnacos
quimioprofilacticos y quimioterapéuticos. En muchas ocasiones, estas medidas de control
han resultado ser caras, dificiles y poco practicas, ya que clevan los costos de produccion
(63).

Quimiorerapa: Se utilizan frecuentemente los derivades de 1a diamidina (Berenil@®,
Ganaseg®, Pirobenz®). El diproprionate de imidocarl (lmizol®) puede prevenir la
enfermedad clinica hasta por 30 dias. Sin embargo, este farmaco es caro y nefrotoxico (36).
El tratamiento ideal podria actuar especificamente sobre los eritrocitos infectados sin afectar
los no infectados, lo cual reduciria los efectos colaterales (51). Otros farmacos que se han
utilizado son el Piritrexim y ¢l Trimetrexate, antifolatos cuya toxicidad detiene la accién de
1a dihidrofolato reductasa (71). El tratamiento con estos medicamentos antes o despucés del
uso de vacunas premunizantes es comin para evitar la scvera respuesta a la vacunacion que
se presenta ocasionalmente (25, 36, 64, 83).

Control de Garrapatas: En el afio de 1880, en Australia. s¢ presentd una enfermedad nueva
para los productores de ganado bovino, a la caal llamaron “Redwater™ o “Aguas Rojas™. La
etiologia era completamente desconocida y para el afio de 1887 dicha patologia se habia
dispersado del Norte del pais hacia el Golfo. Esto estimulé 1a investigacion cicntifica, la cual
comenzéd con C.J. Pound (Director del Stock Lnstituie) y J.S. Hunt (Cirujano del Gobierno).

Pound fue el primero en describir a los organismos en la sangre de los animales infectados,
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pero fue Hunt, en 1895, quien establecio la naturaleza de la enfermedad al demostrar que
podia ser transmitida de un animal infectado a otro no infectado por medio de 1a inoculacién

de sangre, lo cual era provocado por las gareapatas.  Hunt visité los E

UU. en 1896 para

investigar la “Tick Fever” (“Ficbre de las Garrapatas™) y junto con una Comision se
establecié que el organismo australiano era idéatico a aquél descrito por Smith y Kilbome
como ¢l agente causal de la “Ficbre de Texas™ en 1893 (54). Esta enfermedad fue endémica

en el sur del paralelo 35 en los EE.UU., pero en 1906 se llevo a cabo una campaiia cn la cual

baiiaban al ganado con productos acaricidas para erradicar a Boophulus armulatus y esto
eliminé la enfermedad en 1940, Este esfuerzo fue exitoso debido al alo grado de
especificidad que tiene ese artrdpodo por <f hospedador bovino, ya que dificre de 8.
nucroplus en que esta ultima especie infesta a2 un amplio rango de hospedadores (28). La
problemaitica generada por las gamrapatas, demanda, para ser comprendida y asi formular
programas adecuados de erradicacién o coatrol, un enfoque ecoldgico-epidemiolagico a
través del cual sca posible observar y analizar simultincamente los mecanismos de la
infestacion: de la transmision de las enfermedades y las consecuencias de éstas; lo
relacionado con su control y la interaccién que existe con los hospedadores, otras especies
de garrapatas y la vegetacion (88). Gugliclimone ¢r a/, en 1990 demostraron que las hembras
de 8. nucropius alcanzan su pico de abundancia cuando el ganado se encucntra en pastos
nativos dentro de areas deforestadas, y dicho pico se presentd a fines del mes de marzo
cuando se realizd ese estudio (56)

Hablar de garrapatas en Meéxico nos obliga a priorizar dentro de un inventario de 77

especies



identificadas, a las 3 de mayor importancia para ¢l ganado bovino: Boophilus microplus,

Boophilus annulatus y Ambiyomma cajcnnense. La primera presenta en el pais una amplia
area de distribucion que abarca zonas tropicales, templadas y aridas. En conjunto, se
considera que cubre ¢l 53% del temitorio nacional teniendo como limite o frontera marginal,
parte del norte arido del pais (estados de Chihuahua, Coahuila y Nuevo Leodn). El esquema
de distribucion de Booplulus arnularus ¢s muy diferente, presentandose una mayor afinidad
por zonas aridas y templadas y abarca una superficie Qque corresponde al 27% del territorio
nacional. Estos datos consideran cl estado que se presentaba en 1983, cuando se habia
logrado avanzar en la erradicacion de Boophilus spp en un namero signilicativo.
Actualmente existe la reinfestacion de algunos de estos municipios. En cuanto a
Amblyomma spp, se considera que es el género mis abundante, pues cubre una superficie
que corresponde al 31% del territorio nacional. Sin embargo, no es transmisora de ia
babesiosis. En México, ademas del ganado bovino, Boophrius parasita a otros mamiferos,
destacando por su importancia los caprinos, equinos, porcinos, perros, rumiantes silvestres y
en menor grado el humano (88). El control de vectores coasiste principalmente en el uso de
piretroides, formamidine, organofosforados, flumetrina (a través de aplicadores duncan), uso
de pastos anuales (inicialmente libres de larvas) (56), rotaciéon de praderas combinada con
acaricidas, modificacion del habitat (quema de los pastos, cambio de variedad de pasto.
irrigacion y frecuencia, corte manual de pasto, uso de pastos con propiedades fisicas como
gomas o muscilagos que hagan que las larvas queden aprisionadas en ellos), uso de ganado
genédticamente resistente, como el Bos indicus, y también se han elaborado vacunas a panir

de antigenos de garrapatas (5, 12, 35. 72, 90). En un principio, los esfuerzos dirigidos hacia
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1a erradicacién de los vectores de esta enfermedad, indujeron a México a comprometerse
con camparias ¢aras y no exitosas para el control de garrapatas. Este depende ampliamente
del uso de productos quinticos, con los consccuentes problemas de resistencia a acaricidas y
la posible presencia de residuos quimicos (100). L.as zonas libres ocupan una superficie de
94.4 miflones de hecuireas, lo que corresponde al 47.9% del territorio nacional, las dreas de
crradicacién cuentan con 1.1 millones de Has (0.5%6) y las areas en fase de control ocupan
10}1.6 millones de MHas (51.5%). Las estrategias actuales han intentado erradicar a cstos
arttépodos en areas submarginales y controluar al vector en areas endémicas. Este altimo
objetivo depende de la decision que tome el dueiio de los animales para la reducciéon de las
poblaciones de garmrapatas (63). Debido al estado de estabilidad endémica que se establece
cn zonas densamente pobladas por lo veciores de ia babesiosis, las medidas preveativas para
abatir la prevalencia deben estar basadas en el suficiente conocimiento acerca del estatus
inmune del hato y de la dinamica de la transmisién de estos microorganismos. pues al abatir
1a poblacion de vectores en forma drastica y artificial puede llevar a la aparicidn de brotes
(22).

Se ha demostrado que la vacunacion del ganado con un exiracto crudo dc los 6rganos
internos de garrapatas semiplétoras pucde producir una inmunidad efectiva. Esta inmunidad
actiia mediante la destruccién del intestino de la garrapata a medida que €sta crece. La
primera dificultad que se presentd al desamvollar una vacuna comercialmente atil a partir de
dichas observaciones fue la necesidad de identificar el anigeno o antigenos efectivos. Un
antigeno protector ha sido aislado de la garrapata, caracterizado y producido como una

proteina recombinante efectiva.
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Una vacuna que incorpora este antigeno esta sicndo sometida actualmente a pruebas de

campo (100). La cxclusion de venados mediante el uso de cercos es un componcnte

efectivo en el manejo de poblaciones de garrapatas (91). El baifio convencional es
inadecuado debido al alto nivel persistente de la infestacion de vectores durante los meses de
primavera y verano (20). Las elevaciones en la temperatura ambiental entre 20° y 28°C
provocan un aumento cn las infestaciones (14). Por esta razén el ganado susceptible no es
llevado a dreas tropicales en México. La introduccién de razas curopeas a regioucs
tropicales y subtropicales de México fracasa debido a las altas pérdidas causadas por las
garrapatas y la babesiosis (1, 73).

Inmunizacioén: Durante la fase aguda de la babesiosis se han encontrado 3 antigenos: el
primero cortesponde a complejos poliméricos de haptoglobina modificada det hospedador,
¢l segundo corresponde a grupos sanguineos del vertebrado y el tercero es ¢l antigeno
cspecifico del protozoario. En la respuesta inmune humoral el bazo juega un papel muy
importante, ya que es ¢l organo encargado de producir anticuerpos en forma inmediata
contra cl pardsito y de esa manera controla la cepa original para evitar que ocurran variantes
antigénicas de Babesia y la consiguientc recaida del animal. Ademas de la presencia de
anticuerpos s¢ ha sugerido que exista un mediador capaz de lesionar al protozoario dentro
del eritrocito y seria producido por los linfocitos T (9, 66). El parasito es capaz de evadir el
sistema inmune del hospedador a través de mecanismos como su variacién antigénica,

liberacion de antigenos solubles que forman complejos inmunes produciendo bloqueo de

células K asi como saturacion del sistema reticuloendotelial, y localizacion intracelular (66).
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fL.a premunicién o inmunidad infecciosa es una infeccion inducida (2) que consiste en la
transferencia de sangre de un bovino recuperado o portador a bovinoes susceptibles. El uso
de éstos sc basa en el conocimiento empirico de que la sangre de ¢stos animales induce
reacciones menos severas cn los receptores que la de animales con la enfermedad clinica. La
premunicion en regiones tropicales con ganado native como donador conlleva pérdidas
considerables cn ganado procedente dec zonas libres. Este procedimiento fuc primero
cmpicado cn Australia. Originalmente se obtenia sangre de bovinos portadores y de esta
manera pudieron controlar una epidemia en 1897. Este método de control se empled hasta
1964, cuando Callow y Mecllors (1966) estandarizaron ¢l namero de parisitos en cada dosis
v utilizaron becertos esplenectomizados en vez de simples portadores. Este proceso redujo
la fluctuacién en el nimero de parasitos (3).

En el presente, solamente sc cuenta con vacunas vivas que se encucntran disponibles en un
limitado numero de paises. Su uso ha sido precludido en la mayoria de los paises
latinoamericanos debido a que ofrecen serias desventajas tales como una vida de almacén
corta (una semana), dependencia estricta cn una cadena fria (4°C). infectividad y morbilidad
variable y el desgo de estar contaminadas con otros patdégenos (11, 37, 63). Con respecto a
B. bowis, se ha estado utilizando una vacuna viva atenuada en Australin durante algunos

afios, pero esto tiene importantes d tajas.. Aproximad

e 5% de los animales
reaccionan severamente a la vacunacién y requieren de tratamientos con fiammacos para

sobrevivir. Estas reacciones severas pueden ser reducidas di

r

e la

racion
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profilictica de tetraciclinas de larga accion, pero cllo eleva notablemente los costos de

produccion (47). Debido a que la vacuna atenuada se produce en becerros

esplenectomizados, existe la posibilidad de que se presente contaminacién con otros
patogenos. Finalmente, puede llegar a ocurrir la reversion de la virulencia y 1a transmision
por medio del vector (100). Las cepas vacnnales vivas de Babesia bovis que no son
transmitidas por las garrapatas son mas seguras que aquéllas transmitidas por las mismas
debido a que los organismos se manticnen solamente en ¢l ganado vacunado (55). Las
vacunas vivas son generalmente atenuadas por medio de pasajes sanguincos ¢ irradiacion
(9-2). Las técmicas nucleares también se han utilizado para atenuar a los parasitos vivos
{101) resultando en una proteccién variable con la desventaja de que 1a mejor proteccion es
con cepas homologas. ya que ésta es escasa o nula con cepas heterdlogas (66). La falta de

una vacuna enteramente satisfactoria contra la babesiosis ha creado la imperiosa necesidad

de producir vacunas seguras y efectivas. Por coasiguiente, ¢l desarrollo de un control

inmunoldgico cfectivo de B. bovis y B. bigemina con vacunas muertas tiene una gran
imponancia econoémica (8, 9, 53.98). Para lograr este objetivo se estan realizando estudios
acerca del desarrollo de vacunas mcjoradas, convencionales ¢ inactivadas a partir de
exoautigenos derivados de cultivos in vifro y libres de organismos (11, 64), asi como del uso
dc tecnologin de DNA rccombinante para la expresion de antigenos seleccionados (44, 86,
101). Se han preservado en congelacidon vacunas vivas experimentales que contienen 8.

bovis y B. bigemina multiplicadas 1 vitro mediante el uso de nitrégeno liquido despudés de

una criopreservacion simultinea utilizando glicerol como un crioprotector. Los organismos
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vacunales derivados de sistemas de cultivo in vitro podrian reemplazar a los antigenos
obtenidos 2 vive para producir una vacuna contra la babesiosis bovina (57).

Estas cepas congcladas utilizadas para la producciéon de vacunas han sido exitosamente
aceptadas en Australia (52). La vacunaciéon del panado con diferentes cepas de 8. bovis
derivadas del cultivo im vitro ha dado como resultado una inmunidad protectora en contra
del desafio (9). El estudio y uso de clonas definidas por antigenos de¢ superficie del
merozoito pueden contribuir a la inmunidad (85).

En conclusion. las medidas aceptables de control de las enfermedades transmitidas por
garrapatas en México deben estar basadas en la integracidon de actividades dirigidas al
vector, al parasito y/o al bospedador. Esto ha obligado a identificar una seric de métodos y
cstrategias generales, los cuales son aplicables a la babesiosis bovina. Dentro de éstos se
incluyen:

1. Coantrol del vector

2. Control de la movilizacion de ganado

3. Quimioterapia y quimioprofilaxis

4. Uso de ganado resistente

5. Inmunizacion (3)

Diagnastico : Para llevar a cabo estudios epidemiolégicos es d ble el poder detectar las

especies especificas en los animales portadores.
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Ambrosio & DeWall en 1990 revisaron los avances recientes en cl diagndstico de
enfermedades parasitarias. Ellos enfatizaron la importancia de poder contar con pruebas
altamente sensibles y especificas (10). El diagnéstico de las infecciones causadas por
Babesia en los bovinos depende de la observacion microscopica del parasito en frotis
sanguineos tefiidos. La deteccion del hemoparasito no es coman durante las etapas
tempranas de la infeccion o después de que sc ha establecido ¢l estado de portador. Esto es
debido a los bajos nimeros o a la ausencia de parasitos circulantes. Existen cuatro diferentes
fases durante la infeccion por B. bigemina. Cada una debe ser considerada con el fin de
flegar a un diagnodstico exacto. La primera es 1a fase parasitémica baja durante la incubacién
de la enfermedad, en la cual menos de un eritrocito de cada mil estd infectado. Con este
nivel de parasitemia, la infeccidon es indetectable bajo condiciones de campo. Si se emite un
diagné;tico temprano, ¢l tratamiento puede ser exitoso. La scgunda fase corresponde a la
infeccion aguda, en la cual los parasitos son facilmente detectables en frotis sanguincos
tefiidos y observados en el microscopio 6ptico. El diagudstico exacto ¢s importante para
seleccionar la quimioterapia apropiada. La tercera fase se presenta durante la recuperacion
del animal. El hecho de que la parasitemia vaya descendiendo facilita la capacidad de juzgar
la efectividad de la quimioterapia. La cuarta fasec ¢s un periodo variable de varios meses
después de la recuperacion; cuando el animal se vuclve un “‘poitador™ v desarvolia
anticuerpos coutra 8. bigemina. Durante esta fase la parasitemia es extremadamente baja vy
por consiguiente es difictl deteciar la infeccion. Es imponante reconocer 1a fase de portador

y el poderla diferenciar de la infeccion temprana.
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Es en la cuarta fasc cuando los anticuerpos especificos provecn una informacién importante
para estudios cpidemioldgicos. Las cuatro fases descritas anteriormente pucden ser
identificadas mediante una o varias pruebas (67).

Los métodos directos de diagnostico incluyen la microscopin éptica, en la cual los parisitos
intraeritrociticos que miden de 2.5 a 3.5 pm son observados en frotis sanguinecos teilidos
con ¢l colorante de Giemsa. Los trofozoitos (estadios vacuolados redondos sencillos) o los
merozoitos (estadios piriformes) pueden ser observados. L.a desventaja de los frotis de gota
delgada consiste en que Gnicamente un pequeiio volumen de sangre puede ser examinado, lo
cual dificulta la deteccion de parasitemias bajas en animales portadores (10). La aplicacién
de miicroscopia optica también se ha utilizado para registrar la longitud, ancho y posicion de
los cinetos del nucleo de B. bovis y B. bigeniina en la hemolinfa de garrapatas hembras
plétoras Boophilus microplus artificialinente infectadas. La forma de los cinetos de 8. bovis
fucron registrados como curvos, semicurvos o enderezados (31). l.a DMlicroscopia de
Fluorescencia consiste en la examinacion de frotis sanguineos tefiidos con naranja de
acridina en el microscopio de luz ultravioleta. Esto aumenta la scusibilidad de la deteccion
de B. bigenuna en comparacién con los frotis teiiidos con Giemsa. E! método de Capa
Flogistica Cuantitativa (QBC) es una técnica nueva cn la cual se tide y se concentra la sangre
infectada. Este método permite obtener un diagnéstico mas rapido que con los frotis tefiidos
con Giemsa cuando se trata de infecciones tempranas (10). Con esta prueba se pueden
monitorear muestras negativas rapidamente y no se encuentran {alsos positivos, ya que es

muy sensible.
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Ademas, utiliza un adaptador (UV Paralens de Becton Dickinson) que elimina la necesidad
de contar con un microscopio de fluorescencia (58).

La era de la biotecnologia ha expandido la investigacién de las enfermedades parasitanas, y
Ia mayoria de las contribuciones provienen del campo de ingenieria genética. El desarrollo y
uso de secuencias especificas de DNA de parasitos puede climinar mucha de la ambigiiedad
y subjetividad en la identificacion de los mismos y puede permitir el desarrollo de
tratamicentos mas eficientes (102).

Uno de los métodos mas importantes en el drea de biologia molecular, y probablemente cs
aquél que va a revolucionar las prucbas diagndsticas que se conduciran en el futuro es la
prueba de Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR). Esta prueba amplifica pequeiias
cantidades de DNA hasta que éstas sean detectables. La DNA polimerasa e¢s la enzima que
sintetiza nucvas cadenas de DNA. La prueba se lleva a cabo en 3 pasos que se repiten de 30
a 40 veces:

1. Desnaturalizacién de la enzima a 95°C

2. Hibridizacién del “primer™ (pequedios pedazos de DNA) de 37° a 56°C

3. Polimerizacion a 72°C

De esta manera, el DNA es efectivamente amplificado. La PCR puede ser utilizada en
prucbas diagndsticas para amplificar el idcido nucléico de Babesia. Otra prueba que ha sido
desarrollada gracias a la biotecnologia es la de Restriccion del polimorfismo de la longitud
de fragmentos (Restriction fragment lenght polymorphism), la cual utiliza enzimas de

restriceiéon  que cortan el DNA en una i pecifica co ida como sitio de

reconocimiento para determinar si son similares dos pedazos del acido nucleico (23, 102).
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La prueba lamada “Secuenciacion de Acido Nucleico™ , en la cual se determina el orden de

los nucleotidos (A, C, G y T) en un gen (23, 45). La biotecnologia aplicada a las pruebas

diagnésticas ha sido utilizada en el caso de Babesia, y como ejemplo existe el desarrollo de
sondas de DNA para la deteccion ¢ identificacion del bemoparasito (23, 50)

Las Prucbas de Diagndstico Inmunolégico incluyen:

a) Fijacion del Complemento (CF): Esta prucba ha sido utilizada por varios grupos de
investigadores para detectar anticuerpos en contra de Babesia en diferentes especies. Es una
de las prucbas oficiales para detectar a los animales positivos o negativos a csta enfermedad.
Ticne ventajas como ¢l bajo indice de reacciones de falsos positivos, pero requiere sangre

con mas del 60% de parasitemia (75). La prucba de Fijacion del Complemento fue

originalmente desarrollada utilizando antigenos crudos. Este procedimicnto ha sido

evaluado por muchos investigadores

y se ha reportado que los animales

infectados/portadores reaccionan positivamente de 7 a 12 meses. Algunos investigadores
han reportado que al mértodo le falta sensibilidad para detectar animales portadores de B.

bovis y B. bigenuna (1Q).

b) Prueba Directa de Inmunofluorescencia: Consiste en obtener sangre dc animales

sospechosos y hacerlos reaccionar con un suero anti-Babesia fluoresceinado. No es muy

usada porque la prucba de laminilla de gota grucsa o delgada teftiida con Giemsa es mas

sensible.

¢) Prucba indirecta de Hemoaglutinacion El antigeno se produce a partir de sangre

infectada (citratada) y lisada por medios fisicos generalmente. El antigeno se purifica y el

resultado depende de 1a preparacién y manejo de los antigenos.



v
¥

d) Hemoaglutinacién Pasiva: Utiliza antigeno por desintegracion sénica de eritrocitos
parasitados, el cual se pasa a través de Sephadex G-200. Detecta mas del 95% de animales
infectados y anticuerpos en calostro. Pero es muy labotiosa debido a que se requiere
sensibilizar eritrocitos y la vida del complejo antigeno-eritrocito es muy corta.

e) Aglutinacién en tubos y placa: Los antigenos son los parasitos liberados de los eritrocitos
infectados. En la de placa se agrega un colorante para hacer mas visible la reaccion.
Necesitan un medio de temperatura controlado y sueros inactivados. Sec presentan muchos
falsos positivos y negativos (27, 75)

Ademas existen prucbas como aglutinacion en latex y  en  ceritrocitos parasitados,
contrainmunoclectroforesis, Ensayo inmunologico ligado a enzimas (ELISA) y la prucba de
Inmunofluorescencia indirecta (IFA) entre otras. Esta altima es la mas ampliamente
utilizada, y el antigeno en esta prucba puede derivarse de los merozoitos cultivados in virro
o puede obtenerse del animal infectado y también sirve para evaluar la premunicién (17, 21,
30, 75). Esta prueba tiene una alta sensibilidad y especificidad en comparacion con otras
pruebas y es util en situaciones experimentales cuando esta involucrada la infeccion con B.
bigemina. Se ha reportado que la prucba de IFA ha detectado actividad de anticuerpos
contra B. bigemina por 10 dias y hasta por 275-564 dias (10). Sin embargo, tiene una
limitante como herramienta epidemiologica debido a su reactividad cruzada de un solo
sentido con sueros que contienen anticuerpos contra 8. bows. Esta limilante también se
presenta con la prueba de ELISA debido al uso de antigenos crudos que muestran

reacciones cruzadas con otros hemoparasitos (27, 67).
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Se ha cstudiado la causa del alto nivel de reacciones de fondo, las cuales disminuyen 1a
aplicacion de ELISA como una prueba diagnoéstica de campo para el caso de B. bigenuna.
Sec ha notado que el fibrinogeno contribuye a resultados positivos de ELISA mias que la
presencia del antigeno especifico de 8. bigemina. Con el fin de poder confiar en la
aplicacién de la prueba de ELISA para diagnosticar infecciones por B. bigemina, debe
existir un antigeno purificado especifico o anticuerpos especificos monoclonales (21, 53).
Cstos iltimos han sido producidos a partir de ratones inmunizados con rhoptrios aislados de
algunas cepas, como la México (98). Los anticuerpos monoclonales han sido identificados y
probados con las cepas México y Kenya (86). La pruecba de ELISA tiene la ventaja de que
puede ser automatizada para procesar un grand ntuncro de muestras (18). Los
procedimientos convencionales usan extracios selubles de eritrocitos infectados derivados
tanto de animales infectados como de cultivos in vitra. Algunos de los procedimientos que
utilizan antigenos crudos son altamente scnsibles, pero carecen de especificidad para
distinguir entre anticuerpos contra 8. bovis y B. bigemina (10).

La prevencion de la babesiosis se ha visto obstaculizada por Ia ausencia de métodos para la
produccién de antigeno en cantidades elevadas, ya que hasta hace poco tiempo la dnica
fuente de parisitos era el hospedador del bovino infectado, lo cual limitaba grandemente la
poblaciéon de microorganismos disponibles para estudio. Este problema se ha legado a
resolver por el desarrollo de los métodos de cultive #r witre (83). Babesia cams fue
cultivada a principios de este siglo ¢n tubos scllados con algodoén. Bass y Johns cultivaron
parasitos del géuero Plasmodium spp en 1912 y se mancjaron diferentes conceptos tales

como: esterilidad, uso de sangre defibrinada, temperatura, adicion de glucosa, condiciones
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de anaerobiosis, niveles de fluidos y Ia eliminacion de células blancas del paquete celular. En
1976, Trager y Jansen fucron capaces de mantener a Plasmodium falciparum en ciclos de
replicacion continua en una atmosfera con baja concentracion de oxigeno (62, 81). El
cultivo de Babesia bovis fue reportado por vez primera en México por Erp e7 al en 1978
(80). Ultilizaron eritrocitos de bovino suspendidos en un medio quimico definido
suplementado con 10% de suero fetal de bovine ajustado a un pH de 7 4 con una atinosfera
de 5% de CO:. El mismo autor en un procedimiento modificado uséd el 509 de eritrocitos
en suspension y 50% de medio suplementado con suero. [rvin e7 o/ en 1978 mantuvicron a
Babesia divergens y B. major por 24 horas en un medio suplementado con 10% de suero
fetal bovino, al cual afindieron antibidticos y HEPES (N-2 Hidroxietilpiperazina N' -2 acido
etanosulfonico) como sal (62). La técenica fue mejorada por Levy y Ristic en 1980 (81,84).
Ellos fueron quienes desarrollaron el procedimiento conocido como Fase Estacionaria
Microaerofilica (MASP). Estos investigadores redujeron la cantidad de eritrocitos a 10% v
utilizaron matraces de 100 ml en lugar de platos de 96 pozos y mantuvieron los niveles de
tlnidos del medio de cultivo en una atmosfera de 5% de CO; (62, 80). Timms (1980) logro
cultivar a B. bigemina, B. bovis y B. rodhanu con resultados positivos pero por periodos
cortos. Rehbien ez a/ cultivé B. equs al emplear Linfocitos y eritrocitos de caballo, mientras
que Vayrynen y Tuomi en 1982 mantuvieron cultivos de B dnvergesns. Ese mismo ailo
Molinar et af cultivaron a B. caris (62). El sistema de MASP fuc mejorado por Palmer,

quien en 1981 sustituye ¢l HEPES por TES (N-trisfhidroximetiljmetil-2-icido

aminoetanesulfénico) con el fin de obtener una mejor capacidad para el pH.
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Rodriguez er a/ redujeron cl volumen de paquete cclular a 2.5% (80) y Vega er a/ lograron
cultivar exitosamente a 8. bigemina (95). Babesia bovis 'y B. bigernina se han cultivado a

través de la técnica de Fase Estacionaria Microacrofilica (MASP) (37, 38, 41, 43, 59, 60).

(Cuadro 2)
Los estudios acerca de la babesiosis bovina se han dificultado, ¢n parte debido a que no se

cuenta con cantidades suficientes de antigenos para  establecer diversas prucbas de
labaratorio para conocer la respuesta del hospedador a esta enfermedad. Los antigenos que
infectados

mis se han utilizade son Jos obtenidos a partir de eritrocitos de bovinos

experimentalinente con cepas de campo, pero ol grado de parasitemia alcanzada ¢s por lo
general menor al 2% (6). Con la aplicacidon de la tecnologia de cultivo 12 virro de Babesra
spp, incluyendo Ia clonacién de la misma, ha sido posible obtener subpoblaciones de
comporntamiento homogéneo. La identificacion de éstas como subpoblaciones atenuadas,
permitirian su uso como agentes inmunizantes, ademas, al utilizar la tecnologia de cultivo
celular, se disminuiria Ia posible transmision de otros agentes infecciosos (13, 81).

El parasito sc desarrolla 1 vitro en un medio suplementado con sucro bovino (24, 59, 60,
94). Algunos autores han mencionado ¢l uso de suero humano, en ¢l cual se puede cultivar
al agente infeccioso al menos por 48 horas. Otyos autores han apoyado el hecho de que el
suero bovino liofilizado ofrece ventajas sobre cl suero congelado con respecto al transporte
del material a distancias largas. Ademas, este tipo de suero pemmanece sin cambio cuando se

le transporta a temperatura ambiente (24). El suero caprino también puede ser utilizado

para cultivar a B bovis y de ese modo estudiarla para la claboracién de una vacuna,

reduciendo asi ¢l costo de las investig en paises tropicales (59).
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La técnica de MASP tiene la gran ventaja de que remueve los contaminantes de la sangre,
tales como Theileria, Eperythrozoan, y Anaplasma spp. aislando de esa manera a B.
bovis, 1o cual elimina la necesidad de utilizar farmacos y de realizar pasajes continuos y
costosos en cl ganado (46).

El uso de antigenos solubles derivados de los sobrenandantes de cultivos de Babesia en las
pruebas de ELISA. RIA y aglutinacion c¢n latex ha incrementado la sensibilidad v
especificidad en la deteccion de anticuerpos anti-Babesia (79). LLos exoantigenos liberados
por los parasitos en los sobrenadantes del cultivo son una fuente potencial de antigenos que
pucden ser utilizados para inducir una inmunidad protectora (74).

Los antigenos solubles derivados del cultivo iz vitro también han sido utilizados para
producir una vacuna contra 8. bowvis y B. bigenuna en Venczucla. Estas vacunas no poscen
las caracteristicas problematicas de las vivas y tienen ademas la ventaja adicional de poder
ser desecadas por congelacion para un almacenamiento prolongado. Sin embargo, se
encontré proteccion inadecuada contra el desafio heterdlogo con antigenos derivados de
algunas cepas de B. bowvis (15).

Otros autores afirman que en la actualidad los mayores esfuerzos hacia el mejoramiento de
vacunas vivas estan dirigidos hacia la meta de reemplazar a los parasitos derivados de sangre
y garrapatas por aquéllos cultivados 11 vitro bajo condiciones controladas estandarizadas
(76). Babesia bigenuna también ha sido cultivada in vizro en Australia para producir una

vacuna viva (48). Las técnicas de cultivo estan disponibles para la propagacion in virro

continua y a corto plazo de las especies de Bab economi 1iente mas importantes. El

método MASP es el mis aplicado y confiable.
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En él, una cepa de B. bovis adaptada a suero equino perdid virulencia sin que se observara

una pérdida aparente de la inmun icidad. El o de cepas vacunales de 8.
bovis y B. bigemina cu cultivos MASP durante 174 y 100 dias respectivamente, no afecto la
infectividad, virulencia o inmunogenicidad de las cepas probadas en el ganado receptor. Un
cultivo in vitro de 18 meses de B. divergens redujo su virulencia al ser probada en gerbos.
Sin embargo, el volumen bajo de inéculo infeccioso yue sc obtiene de cultivos MASP
disminuye su ventaja como una fuente potencial de parisitos para vacunas vivas (15). Se ha
utilizado una combinacion de cultivo estacionario y en suspension para producir cantidades
adecuadus de B. bovis que puedan resolver el problema anterior. La cepa vacunal australiana
Ka dc ese hemoparasito se mantuvo continuamente en cultivos MASP y despuds en
matraces por un corto ticmpo. Esto no alteré su virulencia ni inmunogenicidad comparadas
con parasitos derivados de animales infectados (93).

Algunos autores mencionan que el sistema de pases puede influir sobre la infectividad,
inmunogenicidad y virnulencia. Con respecto a estas dos ultimas caracteristicas, se realizd Ia
comparacion entre un aislado mexicano de campo de B. bigemina mantenido en becerros
por medio dc pasajes y otro cultivado in vitro. Se reportdo que tnicamente el aislade de
campo mantenido /722 vivo produjo 1a enfermedad clinica en los animales, mientras que ¢l que
se mantuvo en cultivo celular produjo cambios hematolégicos menos severos (37).

Sin embargo, la mayoria de los hallazgos remarcan el reisgo de extrapolar los resultados

obtenidos a parntir de organismos cultivados iz vitro a las relaciones naturales entre

hospedador-agente.
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La virul relativ e baja de los parasitos de portadores clinicamente recuperados
comparada con aquéllas de los que se encuentran infectando agudameante al ganado ha sido
explotada en ensayos practicos de vacunacion. Los cambios que se producen mediante los
pases con jeringas se cjemplifica a través de estudios en B. &owis. Estos pases continuos en
bovinos tuvieron como resultado una pérdida permanente de la infectividad hacia el vector.
El efecto fue asociado con la morfologia anormal de los parasitos en el intestino de la
garrapata (15). Se ha observado una reduccion de la virulencia de £ bovis mediante pases
en becerros esplenectomizados. Para ello se requicren hasta 23 pases (7).

La preservacion de bacterias. virus, cultivos celulares, c¢spermatozoides, meédula dsea ¢
incluso productos vegetales, etc. a temperaturas por debajo de los 0°C, se ha practicado con
varias finalidades. l.os objetivos principales han sido: la conservacion de la viabilidad,
morfologia, caracteristicas de crecimicato, patrones cromosémicos ¥y actividad enzimatica
(19). En la criopreservacion o congelamiento de protozoarios de la familia Babesiidae sc
bhan logrado bucnos resultados, destacando los métodos de:

a) Palmer: se utiliza 10% de polivinilpirrolidona-40 (PVP) como crioprotector (68)

b) Glicerol: el agente se preserva en 5% de esta sustancia (69)

c) Crowe: El crioprotector utilizado es 10% de dimetil sulfoxido (DMSO) en glucosa salina
de Puck con glucosa extra (70)

Los hemoparasitos se criopreservan en nitrégeno liquido (-196°C) y asi pueden durar aios.
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HIPOTESIS
Los hemoparisitos Babesia bovis y Babesia bigemina culiivados in vitro son viables y

conservan su antigenicidad.
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OBJETIVOS
a) Desarrollo de Babesia bovis y Babesia bigemirna en cultivo celular utilizando dos tipos
distintos de sales balanceadas.
b) Criopreservacion y recuperacién de los hemoparasitos cultivados.
¢) Evaluacién de los antigenos derivados del cultivo inr vitro de B. bovis y B. bigemuna

mediante la prucba de Inmunofluorescencia indirecta.
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MATERIAL Y METODOS
Equipo de Laboratorio

Con el fin de llevar a cabo cultivos celulares, es necesario contar con un extenso rango de
equipo. Este puede ser clasificado dentro de dos categorias:
a) Cultivo cclular
b) Biologia celular
El cquipo diseciiado para el trabajo quimico y biologico es Optimo para el estudio y
caracterizacion de las propiedades bioldgicas y bioquimicas de B, bovis y B. bigemina. Por

lo tanto, se debe considerar al cquipo de laboratorio para biologia celular como un

requerimiento para alcanzar los objetivos.

Cepas de Babesia spp
Los aislados de Babesia bovis 'y B. bigenuna uitilizados en este estudio fueron originalmente
obtenidos en 1986 a pantir de garrapatas colectadas en bovinos de un rancho en Santa Fe,
Tamaulipas, México.
Se usaron dos cultivos criopreservados de B. bigemina: un pase alto (P54 HC 12/17/86) y
uno bajo (2 LH 11/3 HC 7/28/86). En cl caso de 8. bovis sc utilizd el aislado congelado

con la etiqueta P100 08/10/95.
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Donador de eritrocitos y suero
Se utilizd un bovino hembra (identificado con el numero 3041) de 6 ailos, cruza de
Hereford, criada en Texas A&M University (College Station, TX). Las muestras sanguineas
son frecuentemente examinadas en el laboratorio de diagnéstico para tener la seguridad de
que cl animal se encuentra libre de Leucosis bovina, Lengua azul, Babesiosis y
Anaplasmosis. La vaca se encuentra en condiciones libres de Babesia spp y garrapatas.
I. PREPARACION DE REACTIVOS

A. Obrencion de sangre para el cultivo:

L.a sangre sc colecté asépticamente del bovino #3041 mediante venopuncion yugular con
dos jeringas de 60 ml y se depositoé en dos matraces de 150 ml cada uno con perlas de crisial
cn su interior. L.os matraces se agitaron inmediatamente con objcto de defibrinar la sangre.
En la cabina de flujo laminar se transfirio la sangre a tubos de centrifuga y s¢ sometio a una
centrifugacion a 2000 RPM durante 30 minutos. El suero fue removido y guardado para ser
utilizado en ¢l medio. Las células blancas se eliminan al apartar 1/3 de Ia capa cclular. Se
introdujo una pipeta al fondo de cada tubo de centrifuga con el objeto de obtener los
eritrocitos. Se colocd 1 ml de critrocitos en cada uno de los tubos de ensaye que contenian
un volumen igual (1 ml) de glucosa salina de Puck mas glucosa (PSG Gibco/BRL Cat. No.
310-4100). Esta altima sustancia fue preparada al agregar 10 g de glucosa a 500 ml de PSG
en un mezclador vortex con un agitador magnético. Esta solucion se filtré a través de una
membrana de 0.22 um. La suspension de eritrocitos y PSG+G se almacené a 4°C (7, 25,

29, 39, 40).
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B. Obtencion de sucro para el medio de cultivo:

La sangre se colectd asépticamente mediante venopuncion yugular con jeringas de 60 ml y

ocho tubos de centrifuga de 50 ml. Se formaron los

se depositaron 40 m! de ésta en
coagulos en cada uno de los tubos a temperatura ambiente, y se despegaron los pellets de las
paredes del tubo con el uso de un palillo de madera largo. Los tubos fueron refrigerados
durante toda la noche y al dia siguiente centrifugados a 2000 RPM durante 30 minutos. El

suero fue colectado de cada tubo evitando la contaminacidn con eritrocitos.  Si esto ultimo

ocurria, se procedia a realizar otra centrifugacion hasta eliminar por completo los eritrocitos.
El sucro no utilizado de inmediato se congelaba a ~70°C para su uso posterior.

C. Preparacion del medio de cultivo:
El medio consta de los siguientes componentes:
3 58% de Medio-199 sin L-glutamina con solucién salina balanceada de Hank (JHR

Biosciences M-199/HBSS 500 ml Cat. No. 51-50171) de! dia 1 al 29 y con solucién salina

balanceada de Earle (JHR Biosciences M-199/EBSS 500 mil Cat. No. 51-31178) de! dia

30 al 45. En 1950, Morgan y sus colaboradores repornaron sus esfuerzos para producir una
fuente nutricional para cultivos celulares. Sus experimentos fueron conducidos con varias
combinaciones de vitaminas, aminoacidos y otros factores. Estos revelaron que el
crecimiento de los tejidos podria ser medido en lo que se conoce actualmente como Medio
199. Sin embargo, se descubrié que ¢l cultivo de células a largo plazo requeria de la adicion

de un suplemento sérico. Cuando se encucntra adecuadamente suplementado, ¢l Medio 199

tiene una aplicacién amplia, particularninente para la produccion de vacunas (45). {(Cuadro 3)
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Sus propiedades son las si es:

pH: 7.4 con rojo de fenol como indicador. Se toma anaranjado a un pH de 7.0,
amarillo a 6.5, amarillo limén debajo de 6.5, rosa a 7.6 y morado a 7.8.
Biuffer: Se utiliza el bicarbonato por su baja toxicidad, costo accesible y beneficio
nutricional para el cultivo.
Ternperatura: Tiene un efecto directo sobre ¢l crecimiento.
Espiuma: Los cfectos de la formacidon de espuma no han sido definidos claramente.
Sin embargo, es preferible evitarla debido a que la tasa de desnaturalizacion dce las
proteinas puede incrementar, ademis de que aumenta el riesgo de contaminacidun si
In espuma alcanza la parte superior del pozo de cultivo (26).
Con respecto a las soluciones salinas balanceadas, cabe seialar que éstas se componen de
sales inorganicas. Existen varios tipos de soluciones de este tipo. En este experimento sc

utilizaron dos tipos de sales iancluidas por separado en el Medio-199: la solucién salina

balanceada de Earle (EBSS) y la de Hank (HBSS). La diferencia entre estas dos es que la
primera contiene bicarbonato de sodio y debe ser utilizada en una atmoésfera con 5% de CO:
mientras que la de Hank esta disefiada para buferar el medio en una atmésfera de aire, mas
que de CO3 (26). (Cuadro 4)

bovino adulto normal: Como fucnte de polipéptidos y minerales

3 40% de Sucro de

principalmente.
£3 2 % de TES (Sigma Chemical Company TES Cat. No. T 6022): Es un buffer biolégico

que se adiciona al M-199. Para prepararlo se disolvieron 22.9 g de TES en 100 ml de agua

destilada. La solucion se esterilizd por filtracién (tmembrana de 0.22 um) y se refrigero.
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3 Antibidticos y antimicéticos: Su uso no debe ser considerado un sustituto de una
técnica aséptica, debido a que muchos de éstos ejercen efectos tOxicos a concentraciones

minimamente mas clevadas que las dosis recomendadas (26). (Cuadro 5) Sc adicionaron
0.01 ml de gentamicina al medio. (24, 29, 46, 94).

L.os reactivos mencionados se mezclaron en un matraz de 250 mil. La solucidén final (100 ml)
fue filtrada a través de una membrana de 0.45 nm, transferida a cuatro frascos cstériles con

tapén de rosca y se almacend en refrigeracion. Cada frasco se identific6 con etiquetas que

contenian la siguiente informacion:

Medio de cultivo para Babesia :
Frasco uno: bovis
Frasco dos: bigemina pase alto
Frasco tres: bigemina pase bajo
Frasco de 25 em®: bovis

Fecha de elaboracién del medio

Nombre
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Todo el trabajo de cultivo celular se llevé a cabo en la cabina de flujo laminar. El aire estéril
sobre 1a superficic de trabajo permite tencr un mayor control de la asepsia a un costo mucho
menor que cl tener que contar con un cuarto estéril por separado. La cabina es individual y
movil. En clla solamente se introducen los brazos del operadot al area estéril. La pucerta
debe estar alejada de esta arca y la preparacion de reactivos y maniobras de centrifugacién y
lavado deben llevarse a cabo del lado opuesto del cuarto de cultivo.
1. METODOS

Es importante seiialar que todos los procedimentos filcron realizados bajo condiciones de
asepsia en un cuarto de culiivo. La superficie de trabajo de la cabina de flujo laminar
siempre fue limpiada con ctanol antes y después de llevar a cabo los procesos necesarios
para el cultivo de cada una de las especics.
A. Iniciacién y mantcaimiento de cultivos:
1. Se recuperaron tres cultivos mantenidos en ampulas criopreservadas dentro de un tanque
de nitrégeno liquido. Cada una contenia aproximadamente 0.5 il de cultivo criopreservado
de B. bovis, de B. bigemina pasc alto (HP) y B. bigemina pase bajo (LP)

a. Las ampulas fueron removidas del tanque de nitrégeno liquido

b. Se descongelaron a 37°C a bafio maria en un recipiente con tapa (ya que la

tapa dcl ampula puede proyectarse a gran velocidad debido al cambio brusco de

temperatura). Las ampulas se manejaron con forceps, mantcniendo la tapa de éstas

siempre en direccidon opuesta a los ojos.

Una vez descongeladas, se cnjuagaron con ctanol al 70% y se abrieron.
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S. Babesia bowvis, B. bigemina HP y LLP fueron mantenidas pur‘scparado en platos de 24
pozos de acucrdo con levi y Ristic y Vega er a/ (24). Cada plato se identificé con una
etiqueta que decia el nombre del parasito (y pase cn el caso de B. bigemina). El
procedimiento de cultivo tue idéntico para los tres aislados. También se vealizdé un cultivo
de £, bovis en un frasco de 25 cm® (Becton Dickinson) con tapa de rosca.

6. El cultivo fue iniciado en dos pozos. Se depositaron 0.9 ml del medio de cultivo y 0.1 mi
de la suspension de eritrocitos en cada pozo.

7. Se colocaron 0.25 mil de cultivo descongelado en cada pozo.

Los platos de pozos estan manufacturados con poliestircno libre de metales pesados y
cuidadosamente scleccionados para cultivos celulares. Estin esterilizados por radiacion y
certificados como no-pirogénicos. Cuentan con una tapa que minimiza la evaporacion
durante la incubacion.

El plato de cultivo mide aproximadamente 0.85 mm x 128 mm y ticne un grosor de 22 mm
(con tapa) (78).

8. Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmoésfera humeda de 2% de oxigeno, 5% de
dioxido de carbouo y 923% de nitrogeno (42). Esta atmosfera se logré al colocar los platos
de cultivo dentro de un satélite que contenia de 10 a 15 ml de agua destilada y mediante la
adicion de la mezcla gaseosa con una presion de 2 libras durante 2 minutos.

A. Alimentacidn de los cultivos: Los cultivos fueron alimentados cada 24 horas (40).

1. De cada pozo sc eliminaron 0.9 ml del medio que se encontraba encima de la capa celular

sin tocar esta qltima.
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2. Con el objeto de evaluar cl crecimiento diario de los cultivos, sc realizaba un fiotis

= o de gota delgada y se teiiia con Giemsa (Giemsa Stain Modified 0.4% SIGMA)

después de diluirlo 1:20 en agua destilada.  Los frotis 1eiiidos eran observados para contar
las formas diversas de los merozoitos que estaban dentro de los eritrocitos. Las formas
fueron clasificadas como: piriforme sencilla. piriforme doble, piriforme multiple y eritrocito
no infectado. El porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) sc determind mediante la cuenta
de 500 eritrocitos por laminilla (24, 39).
3. Se adicionaron 0.9 ml de medio fresco (entibiado previamentc a bafio maria) a cada
pozo.
B. Subcultivos:
Un subcultive consiste en coscchar las células de un cultivo para iniciar uno nuevo. Este
término es sinénimo de pasaje, que es el proceso de transferir o transplantar una poblacién
celular de un cultivo a otro (49).
1. Los subcultivos se realizaron cada 48-72 horas, es decir, cuando ¢l PEP habia
aumeniado. Primero se depositaron 0.9 ml de medio fresco y 0.1 ml de eritrocitos en dos
poOZOS nuecvos.
2. Se removicron 0.9 ml del medio sobrenadante de cada uno de los dos pozos que se iban
a subcultivar.
3. Sin tocar la capa celular, se tomo una muestra pequefia con una pipeta Pasteur para hacer
un frotis y teilirlo con Giemsa.
4. Se adicionaron 1.8 ml de medio nuevo a uno de los pozos originales y se mezcld con el

paquete celular.
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5. Se transfirié esa suspension al siguiente pozo y se resuspendio.

6. Se pipetearon {.75 ml dc la suspension y se depositaron 0.25 ml de ésta dentro de cada

uno de los pozos nuevos y los 1.25 ml restantes se colocaron en uno de los pozos originales

para que éste fucra utilizido como “pozo de respaldo™.

C. Cultivo en Frasco Estéril de 25 cm® (50 ml) (Becton Dickinson Falcon®) : Este se

realizé Gnicamente para Babesia bovis
1. Del plato de 24 pozos s¢ subcultivaron 3 ml
2. Se depositaron |1 ml de medio fresco y | ml de eritrocitos en el frasco de cultivo.
3. Alimentacion del cultivo en frasco de 25 cm’:
£2 Los cultivos sc alimentaron diariamente
Q El frasco se inclinaba cuidadosamente y se eliminaban 10 ml del sobrenadante.

3 Se tomaba una muestra con pipeta Pasteur para hacer un frotis y teiiirlo con
Giemsa.

L) Se depositaron 10 ml de medio fresco al frasco de cultivo.
4. La tapa del frasco no debia ser cerrada herméticamente a fin de que la mezcla gaseosa

pudiera penetrar cn €l

S. El frasco de 25 cm?® se colocé dentro de la incubadora con 5% de CO,.

6. Subcultivos:
3 Se colocaron 1] ml de medio fresco en un nuevo frasco de 25 cin’.
J Se incliné cuidadosamente ¢l frasco y se eliminaron 10 m! del sobrenadante.
J Se tomo la muestra para hacer un frotis y teilirlo con Giemsa.

O Se depositaron 10 ml de medio fresco.

O Se mezciaron las células con ¢l medio hasta hacer una suspension.
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O Se colocaron 3 ml dentro del nuevo frasco que contenia los 11 m! de medio
fresco.
O Se depositaron t.1 ml de eritrocitos en este nuevo frasco de cultivo,
El frasco de cultivo fue mantenido en incubaciéon a 37°C con una atmosfera hiimeda de 2%
de oxigeno, 5% de dioxido dec carbono y 93% de nitréogeno.
D. Criopreservaciéon de los cultivos:
Babesia bovis y B. bigermina pueden criopreservarse con varios fincs, entre los que se
encuentra la posible inoculacion de estos organismos a los animales. El reestablecimiento de
los cultivos eliminaria cl riesgo de manejar animales infectados. Ademas, la criopreservacion
podria permitir 1a recupcracién de semillas de cepas de Babesia spp para la eclaboracién de
una vacuna (97). El almacenamiento en nitrogeno liquido es comiinmente el método mas
satisfactorio para la preservaciéon de cclulas cultivadas. La suspension celular debe ser
congelada lentamente, a razén de 1°C por minuto en presencia de polivinilpirrolidona de
preferencia, debido a que las células se conservan por un periodo mis largo entre el
descongelamicnto y su uso (26, 57, 68).
Método:
1. Se prepard una solucién al 10% de polivinilpirrolidona (SIGMA PVP-40 Cat. No. P-
0930) en PSG-G al disolver 1.1 g de la primera en 0.9 ml de PSG-G.
2. EIl matraz que contenia esa solucién fue almacenado a temperatura ambiente en una
atmosfera normal por 4 a 6 horas.
3. -Sc eliminé ¢l sobrenadante de los cultivos.

4. Estos fueron revisados para verificar las siguientes propiedades:
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a) crecimicnto saludable

b) ia de cont

5. Los cultivos fucron sometidos a centrifugacion a 1000 RPM durante 10 minutos.

6. Sec afiadié un volumen igual de solucion al 10% de PVP-PSG-G al pellet.

7. Sc depositaron 500 ul de la suspension celular dentro de crioampolletas de 1- 6 2- ml y
éstas sec sellaron perfectamente.

8. Se reviso que no existieran derrames al colocar las ampulas cn un plato con 1% de azul

de metileno disuelto en alcohol al 70% a 4°C durante 10 minutos antes de congelar los
cultivos.

9. Las ampulas sc colocaron c¢uo un recipiente con hiclo y dentro de un contenedor con
etanol al 70%.

10. El contenedor fue sometido a una temperatura de -70°C durante 24 horas.

11. Este fue transferido al tanque de nitrogeno liquido con lentes protectores y guantes (37,
40). Esto fue realizado ripidamente, ya que las células se deterioran si la temperatura s¢
eleva sobre los -50°C (26).

12, Una vez que las ampulas fueron colocadas dentro del tanque, se registraron con los
siguientes datos:

a) Pane del tanque en el que se depositaron

b) Cepa de Babesia spp utilizada, numero de pase y donador, fecha e iniciales del operador.
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PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA Babesia spp
99)

AL Preparacion de Ias células del cultiva utilizadas en Ia prueba de
inmunofluorescencia indirecta:

1. Los cultivos se suspendicron en un matraz y se colocaron en un tubo de centrifuga de 15
ml
2. Se centrifugaron a 1000 RPM durante 10 minutos.
3. Se eliminé el sobrenadante.
4. Se resuspendieron en solucion salina buferada y se mezclaron.,
5. Sec centrifugd de nuevo.
6. lL.os pasos 4-5-6 sc repitieron hasta completar un total de tres lavados.
7. Se prepard una solucidn al 3.5% de ovalbimina (GIBCO) en solucién salina buferada.
8. Se mezcld esta solucién con las células.
9. Se prepararon laminillas utilizando de 5 a 10 pl de la suspension (que cubrieran por
completo el portaobjetos).
10. Las laminillas fucron colocadas en un recipiente con hielo y en un congelador.
B. Prueba de inmunofluorescencia indirecta:
1. Se prepard una solucion 1x de solucion salina buferada (PBS) a partir de una solucién
20x de la misma:
a. Se diluyo } ml de solucion 20x PBS en 10 ml de agua destilada y se afor6 a

1060 ml.
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b. 20x PBS:
NaCl 160 g
KCl 4 g
Na:HPO, 23 g
KH;PO, 4 g

c. Se esterilizo en autoclave a 250°C por 30 minutos cn pequceiias cantidades.
d. Sc almacend en refrigeriacion y se revisé el pH (7.0 a 7.4)
2. Se diluyeron 1:80 los sueros testigo positivo y el negativo en 1xPBS:
) 10 put de sucro (+) a Babesia bovis (#41) : 790 ul de I1xPBS
) 10 pl de suero (+) a Babesia bigermuna (#80) : 790 pul de 1xPBS
2 10 pl de suero (<)  (#1) : 790 ul de 1xPBS
Todas las solucic;nes con PBS se mantuvieron frias.
3. Las laminillas se registraron el ¢l libro de control de la prueba.
a. Las laminillas se sacaron del congelador, se marcaron y sc¢ dejaron secar a
temperatura ambicnte.
b. Se dibujaron tres filas de seis circulos de 4mm de dismetro aproximadamente
con bamiz de uiias y se dejaron secar.
4. Las diluciones de los sucros y testigos fueron realizadas y colocadas en el circulo
apropiado a razon de 10 plcirculo.
a. Todos los sucros y diluciones se mantuvieron fiios en un recipiente con hielo.

b. Los tres primeros pozos se utilizaron como testigos:



@ Positivo
@ Negativo
& PBS
Las laminillas se colocaron en un contenedor hiimedo.
6. Se incubaron a 37°C durante 40 minutos.
7- Las laminillas se lavaron con PBS utilizando una piseta.
Estas se secaron utilizando la temperatura fria de una secadora de pelo.
El conjugado (SIGMA Antiserum: FITC-Protein G) se diluys. 1:300, ie., 3 ml PBS en
una ampollieta de Proteina G y se almacend a -20°C hasta ser usado.

10. Se aiiadio el conjugado a las laminillas.

11. Las laminillas s¢ colocaron en un coatenedor humedo y se incubaron a 37°C durante 40

minutos.
12. Se lavaron con PBS y se dejaron secar protegi¢ndolas de la luz,

13. Las laminillas se observaron en ¢l microscopio de luz ultravioleta de inmediato.
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RESULTADOS
Babesia bovis y B. bigeminca (pase alto y bajo) se establecieron en un cultive de critrocitos

de bovino adulto. Los parasitos fucron identificados mediante {rotis sanguineos teiiidos con

Giemsa y sc observaron las siguientes formas:

a) Cuando se utilizdé €l medio de crecimiento M-199 con la solucion salina balanceada de

Hank (HBSS) las formas predominantes fueron sencillas (anillos).

b) Al usar ¢l M-199 con la solucién salina balanceada de Earle (EBSS) predominé la

morfologia de merozoitos piriformes sencillos y dobles.

Los subcultivos se realizaban cuando el porcentaje de eritrocitos parasitados aumentaba
(cada 24-48 horas). Cuando los parasitos con apariencia Optima disminuian, se procedia a
resuspender los pozos.

Cuando se presentaba un importante decremento en la parasitemia, haciéndola casi

imperceptible, se adadian gotas frescas de eritrocitos a los pozos problema. (Cuadro 6)
Estas células duraban 4 semanas, por lo cual, fue necesario tomar otra mucstra sanguinea al
animal a mediados del mes de julio (considerando que la primera muestra fue obtenida ¢l 16
de junio).

El medio de crecimiento M-199 fue cambiado de HBSS a EBSS el dia 29, ya que era

notable cl descenso en el porcentaje de ecritrocitos parasitados. Ademas, se observaban
numerosos hemoprotozoarios fuera de las células,

Al cambiar el medio, se notdé un

importante incremento en la parasitemia, el cual fue evaluado estadisticamente (Cuadro 7)
Los datos mas importantes de este analisis son las diferencias altamente significativas entre

los promedios de los dias 1-29 (M-199/HBSS) y 30-45 (M-199/EBSS). (Cuadro 8)
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Se llevaron a cabo analisis de control de observaciones individuales y de rangos moviles con
el objeto de obtener las diferencias en ¢l crecimiento de los parasitos; teniendo en cuenta que
las actividades que se realizaban tenian influencia sobre las que se hacian posteriormente.

Es posible observar en las figuras 1 ¥ 2 que entre los dias 1-29 (cuando se utilizd el M-
199/HBSS) y 30-45 (M-199/EBSS) existe una diferencia altamente significativa, pues
dentro del primer rango mencionado, ¢l porcentaje de eritrocitos parasitados sec mantiene
entre ¢l limite de control inferior y ¢l de control superior, micntras que cn el rango de los
dias 30-45 dias la parasitemia se cleva sobre el limite de control superior y sc aleja
completamente del promedio. Los valores situados encima del limite superior indican que
no existe un control estadistico. Una vez que sc hizo una determinacion satisfatoria de la
desviacién patron, los limites de control se colocaron en el equivalente de 3 desviaciones
estandar con respecto a la linea central o promedio. (fguras 5, 6 y 7) Los valores sc

elevaban por encima del limite de control superior antes de biar las sales balan d es

decir, que existié una desviacion de las observaciones mas alla de tres desviaciones estandar

{(RM=3). S¢ consideré un rango moévil correspondiente a 3 dias.
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Los cultivos de Babesia bigemina se recuperaron de la criopreservacion 10 afios después de
su congelacion. En el caso de B. bavis, cl cultivo fue reestablecido al afio post-congelacion.
Los organismos se¢ cncontraban en condiciones adecuadas, lo cual indica que la
polivinilpirrolidona (PVP) tiene propiedades crioprotectoras apropiadas.

El establecimiento inicial de los cultivos de B. bigemina fuc lento, pero los parasitos
pudieron mantenerse con éxito y fueron sometidos a varios pases. Es importante mencionar
que con la cepa correspondicute al pase alto de este protozoario se obtuvicron parasitemias
mis altas que con respecto al pase bajo. (Griafica 3)

Babesia bowts requirid de un mayor nlimero de subcultivos debido a que tuvo un
crecimiento rapido. (Grafica 4) Los eritrocitos infectados con parisitos c¢ran menos
abundantes 24 horas después de que se realizaban los subcultivos y predominaron las formas
anulares.

Los cultivos fueron preservados en nitrogeno liquido utilizando PVP como crioprotector.
Resultados de 1a prueba de inmunoftuorescencia indirecta:

Sec realizd una prucba de inmunofluorescencia indirecta para evaluar a los antigenos

derivados del cultivo i vifro. Estos no mostraron reacciones cruzadas y se observaron

claramente parcs y formas anulares fluorescentes. No hubo fluorescencia de foado. Se
utilizé el suero nimero 41, ¢l cual es (+) a Babesia bovis. Con respecto a B. bigemina. el
suero (+) utilizado fue el namero 80 y el suero (-) fuc el numero 1. B. bovis reacciond

positivamente al suero #41, y B. brgemina (pase alto y bajo) al suero #80. Ninguno de los

dos parisitos mostrd reaccion con el suero #1 ni con 1a sustancia testigo.
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DISCUSION
El propésito de una grafica de control consiste ¢n dar una advertencia en cuanto a la

posibilidad de que surjan problemas en ¢l método. Las causas dc las variaciones alrededor

de la media sc clasifican como causas asignables. Estas son aquélias que sc¢ pueden

reconocer cuando la grifica indica que ¢l proceso esta fucra de control. En este estudio, se

detectd la desviacion de las observaciones después del dia 29 mas alla de tres desviaciones
patrdn, lo cual se consideré como una advertencis de que el proceso estaba fuera de control
estadistico, pues los puntos no estuvicron distribuidos uniformemente a ambos lados de la
linea del promedio y dentro de las fronteras del limite inferior de control (es decir, dentro de
las tres desviaciones estandar). La aplicacion de graficas de control permite vigilar la

exactitud y precision de las di

iones de laboratorio. Cuando se hacen éstas durante un
periodo extenso, el control de calidad hace posible la pronta deteccion de deterioros cn la
técnica, los reactivos o el equipo. Los datos acumulados como parte de un programa de
control de calidad son importantes para cvaluar la confiabilidad de cada medicién, asi como
para la deteccidon de cambios que afectan adversamente la exactitud de las mediciones. La
causa asignable fue ¢l cambio del medio de crecimiento utilizado, lo cual se cxplica a
continuacién.

1.os resultados observados mostraron que el Medio-199 que contenia la solucidon salina
balanceada de Earle fue el mejor. ya que cuando fue adicionado al cultive, se observd un
incremento en el porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) que con relacién al Medio-199
que contenia la solucién salina balanceada de Hank. Cabe mencionar que con esta ultima,

los parasitos comenzaron a perder sus propiedades infectantes y el PEP descendi6.
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Existié una diferencia estadistica significativa entre el PEP observado al utilizar los dos
medios (/<0.05). Esto pudo deberse a que el M-199/HBSS esta diseiiado para ser utilizado
en una atmésfera de aire y el M-199/EBSS se debe usar en una atmésfera de 5% de COx:.
Los cultivos se mantuvieron bajo estas altimas condiciones, por lo cual se observd una
mayor proliferacion de la poblacién cuando el Medio fue cambiado. Las concentraciones de
CO: son muy importantes para el crecimiento de las especies de Babesia spp y la solucién
salina balanccada de Earlc favorece cl aprovechamiento de la atmosfera adecuada para el
parasito. Cuando Babesia bovis y Babesia bigemina crecen y se mantienen en condiciones
oOptimas, las formas observables en ¢f microscopio son principalmente dobles. Esto fue visto
claramente cuando se comenzd a utilizar ¢l M-199/EBSS.  La solucion salina balanceada
aunada a los demas reactivos permitié ¢l mantenimiento exitoso de los cultivos. Del mismo
modo, la adicién de eritrocitos frescos y las resuspensiones realizadas incrementaban et
porcentaje de eritrocitos parasitados, ya que los protozoarios no penetraban a las células
cuando éstas comenzaron a envejecer o cuando no s¢ mezclaban adecuadamente con la
solucion de glucosa salina de Puck adicionada con glucosa extra.

Los subcultivos se realizaron con el fin de que los parasitos pudieran crecer adccundamcglc
con el espacio y medio nutritivo adecuados. 8. bovis prolifero mas rapidamente que 5.
bigemina, ya que en general ésta iltima tiene un crecimiento mas retardado (81). Con
respecto a este protozoario, cabe seftalar que el pase alto aumenté su poblacion

rapidamente, pues ¢l parisito ya estaba mas condicionado al cultivo celular, pues con €l sc
realizaron 10 pases, dando un total de 65 pases. La cepa de pase bajo comenzo6 a adaptarse
lentamente al cultivo, pero finalmente crecio y se mantuvo con éxito y se completaron 24

pases en su registro total.
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B. bovis permitio realizar 14 pases debido a su mayor adaptabilidad y con ello registro 115
pases en total. Es por ¢llo que los investigadores han realizado numerosas pruebas para
lograr aumentar ¢l PEP en ¢l caso de B. bigemina y lograr obtener parasitemias como las
que se alcanzan con B. bovis. Para ello han ideado métodos como la concentracion del
volumen del paquete celular por medio de centrifupaciones continuas (97)

En este estudio, los aislados fueron exitosamente recuperados despuds de  haber

permanecido criopreservados en nitrégeno liquido utilizando polivinilpirrolidona como
crioprotector por 10 afios (en ¢l caso de B. bigemina y por un afio ¢n ¢l caso de 8. bovis) y
fueron mantenidos en cultivo celular, en el cual aumecntaron su poblacion, Existen varios
crioprotectores, y en este caso se confirmé que la PVP tienc excelentes propiedades para ser
utilizada en la criopreservacion de cultivos de Babesia spp. Los orgaunismos fueron
criopreservados para que puedan ser utilizados en un futuro. L. aplicacion principal del
cultivo fue la realizacién de una prueba serologica (Inmunofluorescencia indirecta). Esta es
1a prueba oficial en Texas, ya que los EE.UU. se encuentran libres de babesiosis. Ademas, es

altamente especifica y sensible. En cl presente estudio, la prueba de inmunofluorescencia

indirecta demostro la presencia de un antigeno derivado del cultive in vitro y la reaccion fue
muy clara.

El recstablecimiento de cultivos celulares utilizando especimenes congelados podria eliminar
la necesidad de mantener animales infectados, asi como ¢l riesgo de diseminar ia enfermedad
a animales susceptibles. Ademas, este procedimiento permite ¢l establecimiento de cultivos
de scmilla de Babesia spp para estudios bioquimicos y vacunales, asi como para el

mejoramiento de métodos diagnésticos ibl

y especificos.
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El desarrolio de la técnica de cultivo celular para el crecimiento de Babesia spp surgié en
gran pane debido a la necesidad de producir una vacuna efectiva y segura y también para
entender las propiedades bioquimicas y biolégicas de los parasitos. La estandarizacion de
las condiciones para el cultivo dio impetu al desarrollo de la tecnologia moderna de cultive
celular. El abastecimicato comercial de medios confiables y ¢l control de la contaminacién
con equipo que mancja aire estéril ha hecho que et cultivo /7 vitro sea accesible para un gran
rango de intereses.

Una fucrza adicional de mucho peso por parte de 1a opinién pablica ha sido 1a preocupaciéon
por parte de grupos quec defienden los derechos de los animales y que pretenden evitar el uso
de éstos en materia experimental. La principal ventaja del cultivo celular, es, como se
explicéd anteriormente, el control del ambiente fisicoquimico (pH, temperatura, Oz, COz) y
de las condiciones fisiologicas, las cuales puceden mantenerse relativamente constantes, pero
no pucden definirse siempre, como en ¢l caso de la suplementacion con sucro.

Otra ventaja imporante es la economia. Los eritrocitos bovinos pueden expouerse

directamente al parasito a concentraciones mas bajas con acceso directo de este altimo a la
célula. De esa mancra, sc¢ requieren menos cantidades que con respecto a una inyeccion in

vivo, en la que se pierde el 90% por excrecion y distribucion (26).
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CONCLUSIONES

En el presente estudio s¢ observé que ¢l Medio-199/EBSS fuc ¢l que mejor permitio el

crecimiento de Bab bovis 'y B. bigeruna. El cultivo criopreservado en

polivinilpirrolidona fue recuperado al afio y a los 10 afos respectivamente, lo cual indica
que es un excelente crioprotector. La viabilidad del cultivo y su antigenicidad sc¢ evaluaron
por medio de la prucba de inmunofluorescencia indirecta, la cual no maostrd reacciones
cruzadas ni de fondo. Esto califica al cultivo celular de B. bowvis y B. bigemina como un
medio adecuado para ¢l desarrollo y caracterizacion de estos hemoprotozoarios.

El uso de sistemas de cultivo in vitro ha sido aceptado generalmente como una de las
maneras mas importantes para obtener antigenos vivos o imactivados. Esta tecnologia ha

sido utilizada como un medio de atenuacion de los parasitos usados como inmunégenos

vivos. El cultivo celular de Babesia bovis y Babesia big tiene muchas aplicaciones.
Permite el aislamiento directo de portadores de los parasitos, 1o cual permite contar con un
método menos costoso y que requiere menor tiempo y esfuerzo que la inoculacion
tradicional de animales susceptibles. EI cultivo i vitro también permite obtener poblaciones
homogéneas (clonas) para realizar estudios de sus caracteristicas bioquimicas y biologicas

con el objeto de poder desarrollar una vacuna y mejores métodos de diagnéstico.
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Cuadro 1
de pé con
y en A (63)
Pais/Regién Ganado Estatus Costo total Costo Referencla
de amico del il pr dio anual
cabezas] patégena UsbD/ano} en USD
México 35.0 endémicol/no 287 82 Masiga, 1981
endémico
Colombia 27.1 endamica/no
endémico
Brasil 1226 endémico/no
endémico
Amgentina (Norte} 22.0 endémica/no 120 Guglielmane et al.,
endémico 1990
Venazuela 10.0 endémica/no 23.3 FONAIAP-MAC
endémico 1985
América Central 58.0 endémico/no 850 3.12 PAHO, 1976
endémico.
Sudamérica 2156 endémico/no 1365-1638 56 FAQ, 1989
enddmico

a. Moralidad sotarmente
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Cuadro 2

MODIFICACIONES EN EL SISTEMA DE FASE MICROAEROFILICA ESTACIONARIA (80)

PARAMITTRO URP o7l 1980 E.evy v Rivtic

Patmer 1981

Rodrigues or ol

19830 1083
Volumen det 40% 10% 10% 2.5%
paquete celular
Buffer HEPES® 25 mM __HEPES 25 mM TES® 30 mM TES 30 mM
Atmdsfera 5%C03/95% aire  5%C0;/95% aire  5%C0,/95% aire 2%0. 5%CO0;;

93%IN

Nivel de fluidos 100 ml
Suspension 6.2 mm 6.2 mm 4 mm
Suecro 50% 10% 40% 40%
Parasitemia las% 0.5% 0.5% Un eritrocito
inicial infectado
PEP* 5% 10% 15% 15%

a N-2 Hidroxietilpiperazina-N'-2 acido etanesuifénico
b N-trisfhidroximetil] metil-2-acido aminoetanesulfénico
« Porcentaje de eritrocitos parasitados



Cuadro 3
Formula del Medio 199 con EBSS (JRH Bioscicnces, Cat. No. 51-31178) (49)

“OMPONENTES
SALES INORGANICA.
Cloruro de calcio
Nitrato férrico
... Cloruro de potasio
Sulfato aphidro de magnesio
Cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio
Fosfato mongbasico de sodio
OTROS COMPONENTES
Sulfato de adenina
Trifosfato de adenosina
Mounofosfato de adenosina
Colesterol
Decoxiribosa
Glucosa
Glutation reducido
Guanina » HC1
Hipoxantina de sodio
Rojo de fenol
i Ribosa
i Acetato dc sodio
i Timina
P TWEEN 80®
[ Uracilo
\ Xantina de sodio
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Cuadro 3 (Continuacion)

0 2l
ANMINOACIDOS

DI -Alanina_

L-Arginina » HCI

E)L,:Acidq aspartico

L “HCL ;
I_-Cistina=2HCI
""" Pr-Acid dmico = 11:0
; E-Histiding ~HCI=H0
i L-Hydroxyprolina ~
i DL-1soleucina
i DL-Leucina
! L-Lysina « HCI
; BL-Motioni
i DL-Serina
i "DL-Treonina
H DL-Triptofano

L-Tyrosina 2Na « 2H,0

.DL:Valina
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Cuadro 3 (Continuscion)

Acido ascorbico ) 0.05
DL-a-Fosfato de tocoferol 2Na 0.01
d-Biotina e . 0.01
Calciferol o.10
D-Pantotenato de calcio 0.01
Cloruro de colina ~ 0.50
Acido folico R e 0.01
mio-inositol 0.05 e
Menadiona N 0.01
Niacina 0.025
Niacinamida N . 0.025
PABA 0.05
Piridoxal = HCI 0.025
Piridoxina « HCI1 0.025
Riboflavina e 0.01
Tiamina - HCl b - 0.01
Acetato de vitamina A 0.14




67

Cuadro 4

Solucién Salina Balanceada de Earle (87)

mg N '




Cusdro 5

Antibidticos y Antimicéticos (49)

Producto | Concen- | GRAM+ | GRAM: |levaduras | Moho | Myopsma 1 Conc. Conc.  |Cantidada | Eslablea
tracion efectiva | citoloxica |  usar nrc
Fungizona | 250ug/ml . 4 25ugiml | 0pgimt | 10miA | 3dias
Antibigtico- Pmmr':\l 7 '4 ' 4 100-  |10000U/mi | tOmid | 3dias
Antimicgtic | Pens 200U | 200009/
I P Wpgl | m
5 pyimt 25 g/t | 30 pg/m!
Anldericing
Gertomcea |10 mg/ml 7 ' 4 SOpgiml | >300 5mit 5dias
pgimi
Peicins. | 10000UIMI 4 4 100-  {10000U/mI | 20 miA 3dias
Esm::m [ 200U/m) | 200005/
10 mg/ml 100 pg/ml ml
S
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Cuadro 6
Procedimi realizados en el Cultivo
Babesia big i Babesia bigemi. Bab. bovis
Pase Alto Pase Bajo (en el diaz)
(en el dia:) (en_el diaz)
Subcultivo 8,12,18,21,27,31,34, | 8,13,17,21,26,30,34, | 6,9,12,15,17,20,23,
37,40,42 37,39.44 26,31,33,37,39.42,
44
Resuspensién en ¢l 15,24 15,25,32.41 4,18,29,35
pozo
Adicion de 28 28 28
critrocitos frescos
Cambio del M- 29 29 29
199/IBSS a M-
199/EBSS

LA BIBLIGTECA
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Cuadro 7
Anailisis Estadistico del Porceutaje de Eritrocitos Parasitados al utilizar dos tipos de
sales balanccadas incluidas en el Medio-199

big i it ina Babesia bovis

Pase Alto Pase Bajo

Dias 1-29 Dias 3045 Dias 1-29 Dias 3045 Dias 1-29 Dias 3045
No. mucstras 29 16 29 16 29 16
Promedio 0.399 20116 0.3149 1.3862 6156103 A 648563
Desviacion 0.4719 0.751 0.3662 0.58697 3.520883 0.50892
Estandar
Error 0.01752 0.1877 0.068 0.1492 0.65383 0.12723
estandar
Estadistico t -8.857 -7.478 ~2.7979




Comparacion eotre los promedios obtenidos al utilizar dos solucionces salinas
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Cuadro 8

balanceadas distintas en ¢l Medio-199

M-199/HBSS

M-199/EBSS

Diferencia

Estadistica

Babeasia bigemina 0.399 2.0116 P = 0.00000001
Pase Alto {P<0.05)
Babesia bigemina 0.3149 1.3862 P = 0.00000001
Pase Bajo {P<0.05)
Babesia bovis 6.1558103 8.648563 P = 0.00766

(P<0.05)
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