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RESUMEN 

ALCALÁ CANTO. YAZMÍN. Desarrollo y caracterización de Babes1a bovis y Babesia 
bigen1111a en Cultivo Ce1ular (bajo la dirección de MVZ PhD. Lcopoldo Henri Paascb 
Maninez y DVM PhD. Gerald Gale Wagner). 

Rnbrsia bo\'IS y Babes1a b1gen11na son los he1noprotozoarios causales de la babesiosis 

bovina. Esta es una enfonnedad transmitida por garrapatas del género BoopJ11/11s spp y se 

prcscnrn cu aquellas áreas geográficas en las cuales el vector es capaz de sobrevivir. El 

cultivo in vllro es w1 medio importante para la obtención de clonas puras de estos pa.-ásitos. 

los cuales pueden ser utilizndos en varios estudios. En este estudio. Babes1a bovts y B. 

bigemin.a fueron cultivadas en CC"itrocitos de bovino y el medio estuvo constituido poi'" 58~0 

de M-199. 40°/o de suero de bovino adulto sano y 2 °/o de solución buffer TES. Se utilizaron 

dos tipos de sales balanceadas incluidas en el Medio 199. Los cultivos establecidos fueron 

nfuuentados. subcultivados y criopreservndos utilizando polivi.nilpirrolidona como 

crioprotector. La "iabilidnd se evaluó por medio de frotis sanguineos de gota delgada 

teñidos mediante la técnica de Giemsa y la antigenicidad se verificó a través de la prueba de 

inmunofluorcsccncia indirecta. El porcentaje de criuocitos parasitados aun1entó cuando se 

empleó la solución salina balanceada de Enrie. El cultivo "' varo de estos parásitos puede 

ser aplicado para obtener poblaciones puras que podr.:in ser utilizadas para c1aborar una 

vacuna. Además~ esta técnica pennite desarrollar y mejorar métodos diagnósticos sensibles 

y especificos. 



INTRODUCCIÓN 

La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootccnin ( FMVZ) de la Universidad Nacional 

Autónoma de Mexico es uno de los principales promotores de las actividades ngricolas y 

participa activan1cntc en el desarrollo de modelos eficientes de producción integral de los 

recursos agropecuarios. La FMVZ tiene la intención de concienti;r..ar a los productores 

mexicanos acerca de la necesidad de tener un papel do1ninante en investigación l.:on el 

objeto de llevar a cabo progrmnas de n1edicina preventiva y de nuintcncr e inc1·cmcntui· l:i.<; 

exportaciones de ganado~ las cuales 1·cprcscnta11 un ingreso anual de 450 n:iiUoncs de dólares 

(33 ). De esta manera, México puede ser altamente con1peti1ivo al participar en el· fratado de 

Libre Comercio (TLC). 

Latinoamérica tiene el doble de ganado bovino que EE.UU .• pero produce menos de la 

mitad de can1e de res. Las garrapatas y las enf'em1cdndes transmitidas por Cstas han sido 

incrinünadas como uno de los principales obst3:culos para w1a producción eficiente. 

Presionados pol'" ta necesidad de un mcjornmicnto económico. los países latinoamericanos 

han intentado incren1entnr la eficiencia de las operaciones comerciales de ganado tnc:diante la 

impon.ación de razas más productivas procedentes de países con climas templados. Sin 

embargo. los animales importados son altamente susceptibles n las enfermedades 

transmitidas por gan·apatns y se desempeñan pobremente cuando son introducidos en áreas 

cndCmicns (63 ). 

La babcsiosis es una enfermedad de distribución cosmopolita causada por un protozoario del 

gCncro Babesia. Los agentes infecciosos de este genel'"O parasitan a los bovinos. ovinos. 

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



Ésta es una de tas enfermedades con mayor impon.ancia en las áreas tropicales. subtropicales 

y en algw1as templadas. en donde 600 millones de cabc7.as se encuentran en riesgo (24. 94 ). 

La babcsiosis es una enfermedad transmitida por garrapatas de la familia lxod1dae y 

clínicamente se nmnificsta por la presencia de anemia. hemoglobinuria ocasional e ictericia 

(77). Las sinonimias de la babesiosis son: Fiebre de Texas. Fiebre de las Aguas Rojas 

(Rcdwatcr fevcr). Fiebre de la ga1Tapata del ganado. Tristeza. Chorro de Madera. 

Hemoglobinuria del ganado. Ictericia Maligna. Fiebre Biliar. lUnilla o Piroplasmosis en 

México (61). 

Epidcrniológicamcntc, se reconocen dos condiciones de presentación de Babes1a: 

a) Babesiosis: Corresponde al estado de enfermedad clínica y se presenta en poblaciones de 

bovinos susceptibles. 

b) Babesiasis: Se refiere a la enf"ermedad subclínica que se observa en a1úmates que se han 

recuperado de la enfermedad o en animales jóvenes. inmunizados por medio de:: garrapatas 

infectadas o por transfusión de sangre infectada en zonas endémicas (88). 

El género Babesia Starcov1c1 es un miembro de la familia Babesudae Poche. orden 

Piroplasmorida 1Yeuyon, en el pbyluro Ap1complexa. Las características principales de 

Babesia spp incluyen 

a) Su transmisión transovárica en la garrapata (ocurre solamente en aquCllas de un sólo 

hospedador) 

b) La transmisión entre los hospedadores ven.cbrados a través de los vectores 

e) La residencia en eritrocitos de estos últimos. en donde se divide sin fortnar pigmentos a 

partir de la hemoglobina de In célula del hospedador (4.15). 



La babesiosis bovina es causada por las siguientes especies: 

Babesia bigemina (Smit.h y Kilborne. 1893) 
Babesia bovis (Babcs, 1888; Starcovici, l 893) 
Babesia divergens (McFadycnn y Stockman. 1911) 
Babesia major ( Scrgcnt, Donatien. Panot. Lcstoquard y Plantureaux. 1926) (77) 

En América son impon.antes dos especies que afectan al ganado bovino. Babesia bov1s y 

Babes1a b1gcm111a. La distribución de esta enfermedad hernotrópica <..•n ecosistemas 

tropicales. templados y subtropicalcs cstii íntimamente relacionada con aquélla del (los) 

vector (es) del agente infeccioso. I... .. as garrapatas del género Boophllus son los únicos 

vectores de la babcsiosis en este hemisferio ( 14 ). Los vectores de B. b1gcm111.a son 

principalmente Booph1/us deco/oratus, B. microplus y B. ammlatus. Las arcas en donde se 

encuentra esta garrapata son Centro y Sudamérica. Af-rica. India. Sudeste de Asia y 

Australia. De las 250 millones de cabezas de ganado bovino estUnadas en Centro y 

Sudamérica. aprox.i1nadamentc 175 núllooes (70°/o) se encuentran en regiones húestadas por 

garrapatas entre las latit.udes 33º Norte y 35º Sur del ecuador (l. 63). (Cuadro 1) 

B. b1gemina parece ser la mas prevalente de las especies de Babes1a • sin embargo. B. bov1s 

es la más patógena (67). El ciclo de vida y la transmisión de Babes1a en las garrapatas han 

sido estudiados ampliatnente. Cada especie del hemoparásito es relativamente específico 

para su vector. Los cambios del desarrollo y la mult.iplicación ocurren en las garrapatas 

plétoras. en los huevos y en la progenie resultante. Los c:sporoz.oitos son liberados en la 

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

desarrollo y la supervivencia de los esporo7.oitos en las garrapatas inlectadas ( 15). 

Al alimentarse de sangre. el vector ingiere los eritrocitos parasitados. Los uofozoi.tos de 

Babesia se liberan del g.lóbulo rojo mediante w1a digt:stión. 



Los que sobreviven se dividen y forman venniculos. los cuales al romperse la célula pasan a 

Ja hemolinfa de la garrapata. Llegan a las células de Jos túbulos de Malpighi y se dividen de 

nuevo dando Jugar a vernJiculos hijos que pasan a Jos ovados e invaden los huevos. Al 

desan·ollarse la larva. pasan a las células del epitelio imcsrinal en donde se 1·cpüe el proceso 

de fisión múltiple y se producen rruls venniculos o mcrozoitos. Las células cpireliales se 

rompen y é~'tos pasan a las gJándulas salivales hasrn la fase de ninfa. en la cual crecen. se 

redondean y se produce otra división binaria múltiple. Jo cual da lugar a una gnw carnidad 

de elementos pirifbnnes que penetran al ho.<.1>edador vertebrado jun10 con la saliva cuando la 

garrapata se alin1cnta de éJ. Los hemopa.rásitos aparecen en los e1-itrocitos cnrrc los 8 y 12 

días (77). 

Babesra se parece a Plasmodrum en el sentido de que ingresa al eritrocito sin lisar la 

membrana celular. La penetración es un proceso activo con cinco fases iniciales (SQ); 

1. Contacto cnt.-e el merozoito y el erit.-ocito 

2. Orientación del polo apical del parásito hacia el eritrocito 

3. ·~usión .. de membranas entre el merozoito y el eritrocito 

4 .. Liberación del contenido de los .-hoptrios 

S. Cambios en la metnbrana del eritrocito en el sitio de unión. lo cual resulta en su 

invaginación y en la entrada del me.-ozoito. 

La membrana invaginada se fusiona después en sus limites externos para f"onna.- una \:acucia 

parasi1óf"ora. La membrana celular del hospedador que se encuentra demro de la vacuola se 

desintegra. lo cual pone en contacto directo al parásito con el citoplasma. La morf'ologia y 

características de componamicnto de los erit.-ocitos se ven alterados. 
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Vistas microscópicamcntc. las células infoctadas pueden diferir de las no infectadas en 

tamaño. fonna y caracteristicas de tinción ( 15 ). 

Los signos clinicos varían en intensidad dependiendo de la virnlcncia de la cepa. el volumen 

del inóculo, edad del animal. estrés y en los anirn.alcs jóvenes de zonas endémicas del grado 

de inmunidad coníerido por el calostro. En la patogenia de la babesiosis existen dos eventos 

importantes: 

CD Liberación de sustancias fonnacológican1cntc activas que provocan un estado de t.:hoquc 

en el animal: El panisito activa el sistema del Complemento. <le las cininas. de la 

coagulación y de la fibrinolisis provocando un síndrome semejante al de la coagulación 

intravascular discrninada. Esto se complica por la presencia de co1nplejos antigcno

anticuerpo que se depositan en el riñón. lo cual llego a provocar glomernloncfritis y la 

consiguiente retención de sustancias tóxicas cu la sangre. Los an.iniales cuf'em10s presentan 

hipocomplementcmia. El Complcmcuto ('-;ª clásica) podria activarse a través de sustancias 

liberadas por el parásito o por las anafilotoxinas (Cu,. C 5t.). las cuales pi-oducirian Ja 

liberación de su~'l.ancias vasonctivas. Por oti-a pa1'1.c. en los bovinos hay disminución 

marcada de los niveles de cininas circulantes durante la presentación de Jos signos clínicos. 

Las cininas µ1·ovocan entre otros efectos una fuene vasodilatación e incrementan la 

permeabilidad de los vasos saoguincos. llegando a presentarse éstasis circulatorio y una 

obstrucción de la circulación local. 

(2) Anemia: Se produce independientemente del grado de parasitemia. ya que se ha 

observado que ocurre con In mistna intensidad en animales con 10°/o de los c1itr-ocitos 

parasitados o con menos del O.O 1 º/o. 



Por lo tanto. la anemia no se debe a la acción fisica de la entrada y salida de los t:ritrocitos. 

sino que probablemente tenga w1a base inmunológica. 1 lay varias hipótesis: 

1. El antígeno <le la Babesia se ad.hiere a la ~upcrficie de los eritrocitos. lo cual provoca que 

éstos sean reconocidos corno cxtraiios. 

2. El antígeno activa el si~"tcm.a properdina permitiendo la fijación del complemento hasta 

c.\h y c'5l> que estimularían la fagocitosis ni adherirse al eritrocito. 

3. Los anticuerpos contra el antígeno actUan corno opsoninas sobre los eritrocitos. 

4. Los anticuerpos fijan el complemento hnsta e,, provocando eritrolisis. (66) 

Los signos princípales se ntanifiestan después de w1 periodo de incubación de 8 a l O dias. 

aunque puede ser más largo y son: fiebre (41º a 42"C en el adulto). depresión. anorexia. 

atonía ruminal. constipación. aumento del pulso y respiración. disminución 1 3pida de la 

producción en vacas lecheras, aborto. hemoglobinuria. anc1:1.1ia e icte1-icia. En casos seve1·os 

el ganado se postra después de tres o cuatro días y a la semana siguiente del ataque hay 

quejidos y dolor, tremar muscular. lagrimeo y s..1livnción con rápida caída de la temperatura 

abajo del nivel normal (77). 

Los animales i1úestados con los hemoparásitos B. bows y B b1gen1111a representan un 

impacto negativo en las actividades económicas del sector agropccua1-io. El mayor 

impacto económ.ico de la enfcnnednd se concentra en áreas en donde es n1anteaido el 

ganado Bos launa altamente susceptible. 

Las pérdidas ocurren generalmente cuando la estabilidad endémica de la enfonnedad se vé 

alterada~ ya sea por la introducción de ganado nuevo dentro de 8reas endémicas o poi· el 

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



El movimiento de ganado susceptible de áreas libres de los vectores hacia estas regiones 

resulta desastroso. Desde que la cnfcnnedad se en·adicó de Norteamérica. la importación de 

ganado de EE.UU. y Cnuadá a estas regiones es igualmente riesgoso (l. 82). 

México ha llevado a cabo w1a can1paña para c1Tadicar n Booplulus "11cropf11s y a B. 

armulatus desde 1976. La mayoría de los esfuerzos si.: han concentrado en la rcgi6n No1·cste 

del país. en donde existe un cinturón de cuarentena entre la frontera de MCxico y Texas 

(EE.UU.). Los estudios scrocpidemiológicos en los c~1.ados de Nuevo 1.cón. T:amau1ipas y 

Coahuila demost1"aron unas tasas de prevalencia en hato de SOo/o y 56~'0 paia B. bo\•1s y B. 

b1genzina respectivamente~ tnicntras que en Verac1u.r: se demostró una prevalencia 1nús baja. 

la cual fue de 24.S~ó (63). De es.a manera. todos los factores ecológicos favorecen la 

interacción del vector biológico. tos hospedadores y el parásito. 

Es imponante conducir diversas investigaciones epidemiológicas y diagnósticas de uua 

naturaleza sensible y especifica para poder crear sistemas pl"evcntivos derivados de estudios 

hiotecnológicos y microbiológicos_ 

Epiderniolo~ia: La gran complejidad de la relación Babes1a-Garrapata-Dovino ha dirigido 

los esfuerzos hacia la obtención de mejores métodos de diagnóstico para p1·evenir la 

enfermedad clínica y para determinar el papel del animal portador en la epidcmiotogia de la 

enfermedad asi como la infectividad de los vectores con el objeto de producir una vacwia 

segura y duradera contra la babesiosis (82 ). 

L'1S especies del gCncro Babcsia le permiten a las poblaciones de organismos el alcanzar un 

equilibrio llamado .. Estabilidad Endémica'" sin causar signos clínicos a su hospedador ( 16). 
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Los animales que se recuperan de la infccciOn natural quedau protcgios contra un desafio. 

Permnnecen como portadores del parásito n niveles muy bajos y desarrollan una fuerte 

inmunidad en contra de fUturns infecciones ( 15, 82. 89) 

La 1·csistcncia natural de algunos bovinos a la bahesiosis existe y cstü dada por varios 

factores. Con respecto a la rn:t.a. parece ser que el Bos 11ul1cus tiene mayor resistencia que 

Bos 1a11rus. Eu cuanto a la edad. en úreas cndCmicas los becerros de menos de un at1o de 

edad rara vez nmestran signos de la cnfcnncda1.L sin en1bargo, en estudios de labo1·atorio es 

posible infoctar a becerros desde los pocos días de edad, lo que indica que quiz..1 la edad no 

sea importante, sino que probablemente cxi~"1a una innumidad de hato que es transnütida de 

la madre al producto (6ó). La hcmoparasitosis es mas común en los anhnalcs jóvenes 

(rnayores de w1 año de edad) que en los adultos. Esto se debe entre otros factores a que los 

anin1ales adultos han tenido un periodo mayor de exposición a la cnf"ermednd. por lo cual 

han desarrollado un mayor grndo de inmunidad (32 ). Dentro de l:i 1csh ... Lcncia natural. el 

grado de actividad del sistema retículo endotclinl y f"undamcntalrucnte del bazo juegan wt 

papel muy impon.ante. Cuando se elimina el bazo a tos bovinos, hay un incremento 

considerable en la susceptibilidad a Babes1a spp En cuanto a la inmunidad especifica. 

cuando un animal sufre una infección y luego se recupera. Cste queda inmune por un periodo 

variable. Sin embargo. durante ese periodo es posible aislar al parásito de In sangre. lo cual 

indica que éste debe estar presente para que haya inmunidad. 

Por otra panc. en ocasiones se ha logrado demostrar que es posible que hay inmunidad sin 
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que esté presente la Babesia, y esto puede durar hasta cuatro años cuando se des.'lfia con la 

misma cepa (66). 

En la mayoria de los países. el control de la babcsiosis ha consistido en el uso de fiínnacos 

quimioprofil.ócticos y quiiniotcrapéuticos. En muchas ocasiones. estas medidas de control 

han resultado ser caras. dificiles y poco prácticas. ya que elevan los costos de producción 

(63). 

Qwmioterapw: Se utilizan frccuentc1nentc los dc1·ivados de la diami<lina (Bcn:nil®. 

Ganaseg®. Pirobenz®). El diproprionato de imidocarh (lmizol®) puede prevenir l.a 

enfermedad clínica hasta por 30 días. Sin cn1bargo, este lannaco es caro y ncfrotóxico (36). 

El tratamiento ideal podría actuar específicamente sobre los etiu·ocitos infectados sin afcctoll' 

los no infoctados. lo cual reducirla Jos eícctos colaterales ( 5 l ). Otros tannacos que se han 

utilizado son el Piritrcxirn y el Trin1etcexatc. antíf"olatos cuya toxicidad detiene la acción de 

Ja dillidroíolato rcductasa (71 ). El trntanüento con estos medicamentos antes o después del 

uso de vacunas premunizantes es común para evitar la severa respuesta a la vacunación que 

se presenta ocasionalmente (25. 36. 64. 83 )_ 

Control de Garrapatas: En el año de 1880. ea Australia. se presentó una enfermedad nueva 

para los productores de ganado bovino. a la cual llam.aron ••Redwater"'' o ·~Aguas Rojas··. La 

etiología era compll~tamente desconocida y para el año de 1887 dicha patologia se babia 

dispersado del Norte del país hacia el Golfo. Esto estimuló la investigación científica. la cual 

comenzó con C_J_ Pound (Director del Stock lnstitute) y J_S_ Hunt (Cirujano del Gobierno). 

Pound fue el primero en describir a Jos organismos en la sangre de los animales inícctados. 
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pero fue 1 lmn. en 1 895. quien estableció la naturnle:za de la eníenncdad al demostrar que 

podía ser transmitida de un nninml infectado a otro no infectado por 1nedio de la inoculación 

de sang1·c. lo cual era provocado por las ganapntas. llunl visitó los EE.UU. en 1896 para 

investigar la '"Tick Fcvct·" c·ricbrc de las Ga1Tapatas") y junto con una Comisión se 

estableció que el 01·ganismo australiano era idéntico a aquCI descrito por Smith y Kilbornc 

como el agente causal de la •'Fiebre de Texas" en 1 893 (54 )_ Esta cnfc1-n1cdad fue endémica 

en el su1· del pnrnlclo 35 en los EE.UU .• pc1·0 en 1906 se llevó a cabo una campaña en la cual 

bafiaban al gnnndo con productos acaricidas para crradicm· a Booplulu.s a1111ulnt11s y esto 

eliminó la enfem1cdad en 1940 Este esfuerzo fue exitoso debido al alto grndo de 

especificidad que tiene ese aruópodo por d hospedador bovino. y::i que difiere de B. 

nucrop/us en que esta última especie inlesta a un amplio rango de hospedadores (28). La 

pr-oblemática generada por las garrapatas. demanda. para ser comprendida y así formular 

programas adecuados de erradicación o control. wt enfoque ecológico-epidemiológico a 

través del cual sea posible observar y analizar simultimcamcntc los n1ccanismos de la 

inCestación~ de la transmisión de las cnlenncdades y las consecuencias de éstas~ lo 

relacionado con su conta·ol y la interacción que existe con los hospedadores. otras especies 

de garrapatas y la vegetación (88). Guglielmone eral. en 1990 demostraron que las hembras 

de B. nucroplus alcanzan su pico de abuudancia cuando el ganado se encuentra en pastos 

nativos dentro de áreas deforestadas. y dicho pico se presentó a fines del mes de marzo 

cuando se realizó ese estudio ( 56) 

Hablar de garrapatas en MCxico nos obliga a priorizar dentro de Wl inventario de 77 

especies 



identificadas~ a las 3 de mayor importancia para el ganado bovino: Boophilus microplus~ 

Booplli/11s a11n11latus y Amblyomma CGJC1111c11..\·c. La primera presenta en el país w1a amplia 

área de distribución que ab¡uca zonas tropicales. templadas y :íridas. En conjunto. se 

considera que cubre el 53~0 del tcnitorio nacional teniendo con10 limite o frontera 1narginal. 

parte del norte árido del país (estados de Chihuahua. Coahuila y Nuevo León). El esquema 

de distribución de Boopl11/11s a111111/atus es muy dif"crentc, presentándose tma mayor afinidad 

por zonas Bridas y templadas y abarca una supcdicie que corresponde al 27~·0 del terTitorio 

nacional. Estos datos consideran el estado que se presentaba en 1983. cuando se había 

logrado avanzar en la erTadicación de Boophilus ~llP en un númi:1·0 signilkntivo. 

Actualmente existe la reinfcstación de algunos de e~'tos municipios. En cuanto a 

Amblyomma spp. se considera que es el género rnás abundante. pues cubre una superficie 

que corresponde al 31 º/o del tenitorio nacional. Sin embargo. no es transmisora de la 

babcsiosis. En México. además del ganado bovino. Boophzlu.s parasita a otros nuuniforos. 

destacando por su importancia los caprinos. equinos. porcinos. perros. ruIDiautcs silvestres y 

en menor grado el humano (88). El control de vectores consiste principaln.1ente en el uso de 

piretroides. íonnamidine. organofosforndos. flumeui.na (a través de aplicado1·cs duncan). uso 

de pastos anuales (inicialmente libres de laivas) (56), rotación de praderas combinada con 

acnricidas. u1odificación del hábitat (quema de los pastos. cambio de variedad de pasto. 

irrigación y frecuencia. corte manual de pasto. uso de pastos con pcopiedades físicas corno 

gomas o muscilagos que hagan que las larvas queden aprisionadas en ellos). uso de ganado 

genéticamente resistente. corno el Bos ilu:ilcu.s, y también se han elaborado vacunas a panir 

de antígenos de garrapatas (5. 12. 35. 72. 90). En un principio. los esfuerzos dirigidos hacia 
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la erradicación de los vectores de esta cnf"enncdad. indujeron a México a comprometerse 

con canip::u1as caras y no exitosas para el control de garrapatas. Este depende ampliamente 

del uso de prodoctos quin1icos. con los consecuentes problemas de resistencia a acaricidas y 

la posihlc pr·escncia de re">iduo~ químicos ( 100). l-11s zonas lihr·cs ocupan una superficie de 

94.4 millones de hccui.rt=as. lo que corresponde al 47.9~0 del terrüorio nacional. las áreas de 

erradicación cuentan con 1. 1 millones de 1-Ias (O. 5~ó) y las áreas en fase de control ocupan 

101.6 millones de Has (51.5°/o). Las cstratcgi;is actuales han intentado crrac.lic;u a estos 

art1úpotlos en :ir·eas submarp.inales y coutrol:.ir ni vector en ár-cas cndCmicas. Este último 

objetivo dcpcndt; de Ja decisión que tome el duefio de los animales para la rcducdón de las 

poblaciones <le ganapatas (63). Debido al cst;1do de estabilidad cndérnica que se establece 

en zonas dcnsa1ncntc pobladas por lo vec1orcs de Ja babcsiosis. las n1edidas pi·cvcutivas para 

abatir la pr<....··valencia deben estar basadas en el suficiente conocimiento acerca del estatus 

inmw1c del hato y de la dinámica de la transmisión de c~1:os micn>organismos. pues al abatir 

la población de vectores en fonna dr3stica y artificial puede llevar a la aparición de brotes 

(22). 

Se ha demosnado que la vacunación del ganado con un extracto crudo de los órganos 

internos de garrapatas semiplétoras puede producir una inmunidad electiva. Esta inmunidad 

actúa mediante Ja destrucción del intestino de la garrapata a medida que ésrn crece. La 

primera dificultad que se presentó al desan·olJar una vacuna comercialmente Util a panir de 

dichas obsc1vacioncs fue la necesidad de identificar el nnigeno o antígenos efectivos. Un 

antígeno protector ha sido aislado de la garrapata. caracteñzado y producido como una 

proteloa recombinante electiva. 
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Una vacuna que incorpora este antígeno C!:>LÚ siendo sometida actualmente n pn1ebas de 

campo ( 100). La exclusión de venados mediante el uso de cercos es un componente 

efectivo en el manejo de poblaciones de garrapatas (91 ). El baiio convencional es 

inadecuado debido ni alto nivel persistente de la infestación de vectores durante los meses de 

primavera y verano (20). Las elevaciones en la tcn1peratura an1bicntal entre 20" y 28ºC 

provocan un aurncnto en las infestaciones ( 14). Por esta razón el ganado susceptible no es 

llevado a áreas u-opicales en f\.1éxico. La introducción de ra7..as europeas a rc:gioncs 

tropicales y subtropicales de México fracasa debido a las altas pérdidas c<tusatlas por las 

garrapatas y la babesiosis ( 1. 73 ). 

lnmw11=ació11: Durantc la fase :iguda de la babcsiosis se h;u1 encontrado 3 ant.ígcuo~: el 

primero conespondc a con1plejos politnérico~ de haptoglobina modificada del ho~11edador. 

el segundo corresponde a grupos sanguíneos del vertebrado y el tercero es el antig.euo 

especifico del protozoario. En la respuesta inmune humoral el bazo juega un papel rnuy 

itnportantc. ya que es el órgano encargado de producir anticUCfllOS en íonna inn1cdiata 

contra el parii.sito y de esa manera conti·ola In cepa original para evitar que ocurran variantes 

autigénicas de Babes1a y la consiguiente recaída del animal. Además de la presencia de 

anticuerpos se ha sugerido que exista un mediador capaz de lesionar al protozoario dentro 

del eritrocito y seria producido por los linfocitos T (9. 66). El parásito es capaz de evadir el 

sisteOUl inmune del hospedador a través de mecanismos como su variación antigénica. 

liberación de antígenos solubles que forman complejos inniunes produciendo bloqueo de 

células K asi como saturación del sistema reticulocndotclial. y localización intracelular (66). 
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La prcmunición o inmunidad inlccciosa es wia infección inducida (2) que consiste en la 

tt·ansferencia <le s..'lngrc de un bovino recuperado o portador a bovinos susceptibles. El uso 

de Cstos se basa en et conocinUcnto empírico de que la sangre de estos aninllllcs induce 

reacciones nlcnos severas en los receptores que la de anlln.alcs con la cnfcnncdad clínica. La 

prenmuición en regiones tropicales con ganado nativo como donador conlleva pérdidas 

considerables en ganado procedente de zonas libres. E~lc p1ocedimic11to fue p1i111cro 

empleado en Australia. Originaln1cntc se obtenía ~angrc de bovinos portadores y de esta 

manera pudieron controlar w1a epidemia en 1897. Este n1étodo de control se empicó hasta 

1964 .. cuando Callow y Mcllors ( l 966) cstandaiiz..aron el nUmero de parásitos en cada dosis 

y util.iz.aron bcct!nos esplencctomi.z..ados en vez de simples portadores. Este proceso redujo 

la fluctuación en el o Umero de para.sitos (3 )_ 

En el presente. solamente se cuenta con vacunas vivas que se encuentran disponibles en un 

limitado nUmcro de paises. Su uso ha sido precludido en la mayoria de los paises 

latinoatnericanos debido a que ofrecen serias dc3-ventajas tales corno w1a vida de almacén 

corta (una setn.nna). dependencia estricta cu una cadena fria (4ºC). infectividad y morbilidad 

variable y el riesgo de estar contaminadas con otros patógenos ( l 1. 37. 63 ). Con respecto u 

B. bov1s. se ha estado utilizando una vacuna viva atenuada en Australia durante algunos 

años~ pero esto tiene importantes desventajas .. Aproximadamente 5°/o de los animales 

reaccionan severamente a la vacunación y requieren de tratatnientos con fiinnncos para 

sobrevivir. Estas reacciones severas pueden ser reducidas mediante la administración 
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profiláctica de t.ctraciclinas de larga acción~ pero ello eleva notablemente los costos de 

producción ( 4 7). Debido que la vncwut atenuada se produce bCCCITOS 

esplenectoroizados, ex-istc la posibilidad de que se presente contaminación con 011·os 

patógenos. Finalmente. puede llegar a ocunir la reversión de lu vinilcncia y la transmisión 

por medio del vector ( 100). Las cepas vacnnalcs vivas de Babesia bovis que no son 

transmitidas por las garrapatas son más seguras que aquéllas transmitidas por las misnl<IS 

debido a que los organismos se mantienen solan1cntc en el ganado vacunado ( 5 5 ). Las 

vacunas vivas son gencnlmcnte atenuadas por medio de pasajes sanguíneos e irrndiación 

(92). Las tCcnicas nucleares tambiCn se han utilizado para atenuar a los p3rásitos vivos 

( 101) resultando en una protección variable con la desventaja de que la n1ejor protección es 

con cepas homólogas. ya que ésta es escasa o nula con cepas beterólogas (66). La folta de 

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

de producir vacunas seguras y efectivas Por consiguiente. el desarrollo de un control 

inmWlológico efectivo de B. bovis y B. b1gem111a con vacunas muertas tiene una grao 

importancia económica (8. 9. 53.98). Para lograr este objetivo se cstim realiz.ando estudios 

acerca del desarrollo de vacunas mejoradas. convencionales e inactivadas a partir de 

exoantigenos derivados de cultivos i11 vitro y libres de organismos (11. 64). así como del uso 

de tccnologiu d«:; DNA rccombinantc para la expresión de antígenos seleccionados (44. 86, 

1O1 ). Se han pr·cservado en congelación vacunas vivas experimentales que contienen B. 

bov1s y B. bigemina multiplicadas "' vuro mediante el uso de nitrógeno liquido después de 

una crioprescrvación simultánea utilizando glicerol como un crioprotector. Los organismos 
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vacunales derivados de sistemas de cultivo 111 vitro podrian reemplazar a los antígenos 

obtenidos 111 wvo para producir una vacuna contra la babcsiosis bovina (57). 

Estas cepas congeladas utili7.udas para la p1·oducción de vacunas han sido exitosamente 

aceptadas en Au<>tralia (52). La vacunación del ganado con dilcrcntcs cepas de B. boV1s 

derivadas del cultivo 111 1.·11ro ha dado como resultado una inmw1idad protectora en contra 

del desafio (9). El estudio y uso de clonas definidas por antígenos de !iupcr-ficic del 

ruerozoito pueden con11;buir a la inmunidad (85). 

En conclusión. las medidas aceptables de control de las cníenncdades transmitidas po.

garrapatas en MCxico deben estar basadas en la integración de actividades dirigidas al 

vector. al parásito y/o al hospedador. Esto ha obligado a identificar una serie de métodos y 

estrategias generales. los cuales son aplicables a la babesiosis bovina. Dentro de éstos se 

incluyen: 

1. Control del vector 

2. Control de la movilización de ganado 

3. Quimioterapia y quimioprofilaxis 

4. Uso de ganado resistente 

Inmunización (3) 

Diagnóstico : Para llevar a cabo estudios epidemiológicos es deseable el poder detectar las 

especies específicas en los nninlalcs portadores. 
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Ambrosio & OeWall en 1990 revisaron los avances recientes en el diagnóstico de 

eorcrmcdadcs parasitarias. Ellos cnlatiz.nron la importancia <le poder contar con pruebas 

altamente sensibles y específicas ( 10). El diagnóstico de las infecciones causadas por 

Babesia en los bovinos depende de la observación mic1oscúpica del parásito en fiotis 

sanguíucos teñidos. La detección del hcmoparitsito no es con1l111 du1·antc las etapas 

temprnnas de la infección o después de que se ha establecido el estado de portatloc Esto es 

debido a los bajos nluncros o a la ausencia de parásitos circulantes. Existen cuatro dife1·cntcs 

fases durante la infección por B. b1gcmi11a. Cada una debe ser considcrnda con el fin de 

llegar a Wl diagnóstico e.xncto. La primera es la fase parnsitémica baja durante 1:1 incubación 

de la enfermedad, en la cual meuos de un eritrocito de cada mil está infectado. Con este 

nivel de parnsitemia. la infección es indctectnblc bajo condiciones de campo. Si se cntitc un 

diagnóstico ten1prnno. el tratantlento puede ser exitoso. La segunda fase conespondc a la 

infección aguda. en la cual los parásitos son fácilmente detectables en frotis sanguíneos 

teñidos y observados en el nlicroscopio óptico. El díaguóstico exacto es importante para 

seleccionar la quimioterapia apropiada. La tercera fase se prest..~ta durante la 1ccuperacióu 

del animal. El hecho de que la parasitcntla vaya descendiendo facilita la capacidad de juzgar 

la efectividad de la quimioterapia. La cuarta fase es un periodo variable de varios meses 

después de la r-ecupcración; cuando el animal se vuelve Wl .. ponador .. y dcsan·olla 

anticuerpos contra B. b1genuna. Durante esta fase la parasitemia es extremadamente baja y 

por consiguiente es dificil detectar la infección. Es importante reconocer la fase de portador 

y el poderla diferenciar de la infección temprana. 
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Es en la cuarta fase cuando los anticuerpos específicos proveen una inforn1ación ituportnntc 

para estudios epidemiológicos. Las cuatro fases descritas anteriormente pueden ser 

identificadas mediante una o varias pn1cbas (67). 

Los mCtodos directos de diagnóstico incluyen la microscopín óptica, en la cual los parásitos 

intrnclitrocíticos que miden de 2.5 a 3.5 ~lm son observados en frotis sanguíneos teiii<los 

con el colorante de Giemsa. Los trofo:z.oitos (estadios vacuolados redondos sencillos) o los 

111erozoitos (estadios pirifonncs) pueden ser obscivados. La desventaja de los frotis de gota 

delgada consiste en que únicamente un pcquciio volumen de sangre puede ser examinado~ lo 

cual dificulta la detección de parasitemias bajas en animales portadores ( 10). La aplicación 

de nUcroscopia óptica también se ha utilizado para registrar la longitud. ancho y po~;ción de 

los cinetos del núcleo de B. bov1s y B. b1gen111u1 en la hemolinfa de garrapatas hembras 

plCtoras Boop/11/11.s nucroplus artificialmente infectadas. La forma de los cinetos de B. bows 

Cucron registrados como cun.1os. semicurvos o enderezados (31 ). La l\licroscopía de 

Fluorescencia consiste en la examinación de frotis sanguíneos teñidos con narnnja de 

acridina en el microscopio de luz ultravioleta Esto aumenta la sensibilidad de la detección 

de B. b1gen1111a en comparación con los frotis tetiidos con Giernsa. El método de Capa 

Flogística Cuantitativa (QBC) es una técníca nueva en la cual se tiñe y se concentra la sangre 

infoctada. Este método pennitc obtener un diagnóstico más rápido que con los frotis teñidos 

con Giemsa cuando se trata de infecciones tempranas ( 10). Con esta ptueba se pueden 

monitorear muestras negativas rápidamente y no se encuentran talsos positivos ... ya que es 

muy sensible. 
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Además~ utiliza un adaptador (UV ParaLens de ncctoo Dickinson) que elimina la necesidad 

de contar con un nücroscopio de fluorescencia (58). 

La era de la biotecnología lm cx-pandido la investigación de las cnícrn1edades parasitarias, y 

la mayoria de las contribuciones provienen del campo de ingcnielia genética. El dcsa1,.ollo y 

uso de secuencias específicas de DNA de parásitos puede eliminar mucha de la ambigüedad 

y subjetividad en la identificación de Jos nüsmos y puede permitir el des:11Tollo de 

tratamientos más eficientes ( 102). 

Uno de los métodos ru.ás importantes en el área de biología molecular. y ¡H"ob:1blcmcntc es 

aquél que va a revolucionar Ias_prucbas diagnósticas que se conducirán en el futm·o es la 

prneba de Reacción en Cadena de Polimcrnsa (PCR). Esta pn1cba amplifica pcquciias 

cantidades de DNA basta que éstas sean detectables. L<t DNA polimerasa es la enzima que 

sintetiza nuevas cadenas de DNA. La prueba se IJeva a cabo en 3 pasos que se repiten de 30 

a 40 veces: 

l. Desnaturalización de la enzima a 95ºC 

2. Hibridiz.ación del ""primern (pequeños pedazos de DNA) de 37º a 56ºC 

3. Polimerización a 72°C 

De esta manera. el DNA es efectivamente amplificado. La PCR puede ser utilizada en 

pruebas diagnósticas para amplificar eJ ácido nucléico de Babesia. Otra prueba que ha sido 

desarrollada gracias a la biotecnología es la de Restricción del polimorfismo de Ja longitud 

de fragmentos ( Restriction fragment lenght polymorphism). la cual utili7..a enzimas de 

restricción que cortan el DNA en una secuencia especifica conocida como sitio de 

reconocimiento para detern:únar si son sinülares dos pedazos del ácido nucleico (23. 102). 
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La prueba llamada ·~sccucnciación de Acido Nucleico•·. en la cual se determina el orden de 

los nuclcótido~ (A~ C. G y T) en un gen (23. 45). La biotecnología aplicada a las pruebas 

diagnósticas ha sido utilizada en el caso de Babesia. y como ejemplo existe el desarrollo de 

sondas de DNA para la detección e identificación del bcmoparásito (23, SO) 

Las Pruebas de Diagnóstico ln1nunológico incluyen: 

a) Fijación del Complemento (CF): Esta prueba ha sido utilizada por varios grupos de 

investigadores para detectar anticuerpos en contra de Babes1a en difen .. "Otcs especies. Es una 

de las prncbas oficiales para detectar a los animales positivos o negativos a esta enícnnedad. 

Tiene ventajas como el bajo índice de reacciones de falsos positivos. pero 1·cquicrc sangre 

con mfls del 60°/o de parasiternia ( 7 5 ). La prneba de Fijación del Comp lernento fue 

originalmente desarrollada utili7...ando antígenos crudos. Este procedimiento ha sido 

evaluado por muchos investigadores y se ba reportado que los anhnales 

infectados/portadores reaccionan positivamente de 7 a 12 meses. AlgW1os investigadores 

han reportado que al método le falta sensibilidad para detectar animales pOI1.adores de B. 

bows y B. b1gen1ma ( 10). 

b) Pn.teba Directa de lnmunofluorcscencia: Consiste en obtene1· sangre de animales 

sospechosos y hacerlos r-eaccionar cou un suero anti-Babcs1a Ouoresccinado. No es muy 

usada porque la prueba de laminilla de gota grncsa o delgada teñida con Giemsa es más 

sensible. 

e) Pn.teba indirecta de Hemoaglutinación : El antígeno se produce a partir de sangre 

infectada (citratnda) y lisada por medios fisicos generalmente. El antígeno se purifica y el 

resultado depende de la preparación y manejo de Jos antígenos. 
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d) Hcmoaglutinnción Pasiva: Utili7a antígeno por desintegración sónica de eritrocitos 

parasitados~ el cual se pasa a través de Scphadcx G-200. D~tccta más del 95º/o de animales 

inf"ectndos y anticuerpos en calostro. Pe1·0 es tnuy laboi·iosa debido a que se requiere 

sensibilizar eritrocitos y la vida del cmuplejo antígeno-eritrocito es muy corta. 

e) Aglutinación en tubos y placa: Los antigcnos son los p::uásitos liberados de los cl'it1·ocitos 

infectados. En la de placa se agrega un colorante para hacer más visible la reacción. 

Necesitan un medio de temperatura cont1·0Iado y sueros inactivados. Se presentan n1uchos 

falsos positivos y negativos (27~ 75) 

Adcrruís existen pruebas como aglutinación en látc"'- y en eritrocitos parasitados~ 

contrainmunoclectroforcsis~ Ensayo inmunológico ligado a enzimas (ELISA) y la pn1eba de 

lnmunofluorcscencia indirecta (IFA) entre otras. Esta Ulti01a es la nuis ampliamente 

utilizada~ y el antigeno en esta prueba puede derivarse de los rucrozoitos cultivados. "' \•1tro 

o puede obtenerse del animal infectado y también sirve para evaluar la premunicióu ( 17 ~ 21. 

30. 75). E~'ta prueba tiene una alta sensibilidad y especificidad en comparación con otras 

pruebas y es útil en situaciones experimentales cuando est:i involucrada la iníección con B. 

b1gen1111a. Se ha reportado que la prueba de IFA ha detectado actividad de anticuerpos 

contra B. b1genuna por 10 días y hasta por 275-564 días ( 10). Sin embargo. tiene una 

funitante como herramienta epidemiológica debido a su reactividad cn.1.zada de un solo 

sentido con sueros que contienen anticuerpos contra B. bov1s. Esta llln.itante también se 

presenta con la prueba de ELISA debido al uso de antígenos crudos que muestran 

reacciones cruzadas con otros bemopm·ásitos (27~ 67). 
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Se ha estudiado la causa del alto nivel de reacciones de fondo. las cuales disminuyen la 

aplicación de ELISi\. como una prueba diagnóstica de campo parn el caso de B. b1gen1111a. 

Se ha notado que el fibrinógcno contribuye a 1·csultndos positivos de ELISA más que la 

presencia del antígeno especifico de 8. b1gemina. Con el fin de poder confiar en la 

aplic,;1ción de la pn1cba de ELISA para diagnosticar infecciones po.- B. h1gem11m. debe 

exi~1.ir un autigcno purificado especifico o anticuerpos específicos monoclonales (21. 53 ). 

Estos últin1os han sido pr·oducidos a partir de ratones inmw1i7..ados con rhopuios aislados de 

algunas cepas. como la México (98). Los anticuerpos 1nonoclonalcs han sido identificados y 

prohados con las cepas MCx.ico y Kenya (86). La p1ucba de ELISA ticn(! la ventaja de que 

puede ser autonL'1ti7...ada parn p1·occ~1· w1 grand númca-o de muestras { 18). Los 

procedimientos convencionales usan extractos solubles de c1;1roci1os in.fcctados derivados 

tanto de anintalcs infectados con10 de cultivos 111 vitro. A1gw1os de los proccdinücnros que 

utilizan antígenos en.idos son altamente sensibles. pero carecen Je c~"'Pecificidad para 

distinguir entre anticuerpos coutrn B. bovzs y B. bigenuna ( 10). 

La prevención de la babcsiosis se ha visto obstaculizada por la ausencia de métodos para la 

pr-oducción de antígeno en cantidades elevadas. ya que hasta hace poco tiempo la única 

fuente de pa1·ásitos ern el hospedador- del bovino infectado. lo cual limitaba grandemente la 

población de micr-oor-ganismos disponibles para estudio. Este problema se ha Ucgado a 

resolver por el desanollo de los métodos de cultivo 111 vlfro (84). Babes1a can1s fue 

cultivada a principios de este siglo en tubos sellados con algodón. Bass y Johns cultivaron 

pa¡-ásitos del género Plasmod1un1 spp en 1912 y se manejaron difer-entes conceptos tales 

como: esterilidad,. uso de sangr-e defibrinada .. temperatua-a. adición de glucosa. condiciones 
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de anaerobiosis. niveles de fluídos y Ja eliminación de células blancas del paquete celular. En 

1976. Trager y Jansen lucran capaces de mantener a Plasmodium fa/cipan¿m en ciclos de 

replicación continua en una a1n1ósfcra con bajn ~onccntración de oxígeno (62. 81 ). El 

cultivo de Babcsia bovis fi1c repo1"tado pur VC7. prirnen.1 en MCxico por Erp '-''al en 1978 

(80). Utilizaron eritrocitos de bovino suspendidos en un medio qu.imico definido 

supletnentado con IO~ó de suero Íetal de bovino ajustado n un pl-I de 7 4 con una :1t1nósfora 

de 5°/o de CO::i:. El mismo autor en un proccdimicnro modificado usó el 50°-¡, de ci·itTocitos 

en suspensión y 50% de medio suplementado con suero. frviu t.~1 al en 1978 mautuvicn.."ln n 

Babesia divergens y B. nzajor por 24 horas en uu medio suplementado con l 0~{, de suero 

fetal bovino. al cual añadieron antibióticos y HE PES (N-2 Hidroxictilpipcrn•dna N 1 -2 ácido 

etanosulíónico) como sal (62). Ln técnica fue mejorada por LC'\.')' y R.istic en 1980 (81.84). 

ElJos íueron quienes desarrollaron el proccdinliento conocido corno Fase Estacionaria 

J\ticroaerofiJica (MASP). Estos investigadores redujeron la cantidad de eritrocitos a 1 O~ó y 

utilizaron matraces de 100 rul en lugar de platos de 96 pozos y m!lntuvicron los niveles de 

fluidos del medio de cultivo en una atmósíera de 5% de C02 (62. 80). Timms ( 1980) logró 

cultivar a B. b1gemina. B. bows y B. rodhauu con resultados positivos pero por periodos 

conos. Rehbien et al cultivó B. '-~qui al emplear lin.íocitos y critr·odtos de caballo. mientras 

que Vayrynen y Tuomi en 1982 mantuvieron cultivos de B. d1verge11s. Ese mismo año 

Molinar et al cultivaron a B. cartis (62). El sistema de MASP fue mejorado por Palmer. 

quit..'11 JQ81 sustituyó el HEPES por TES (N-tris[11idroximetil]metil-2-3cido 

aminoetancsulfónico) con el fin de obtener una mejor capacidad para mantener el pH. 
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Rodrigucz et al redujeron el volumen de paquete cclula,- a 2.5~~ (80) y Vega et al lograron 

cultivar exitosamente a B b1gemma (95). Babcs1a bov1s y B. b1gen'lina se han cultivado a 

trnvés de Ja técnica de Fase Estacionaria M.icroacrofilica (l\.fASP) (37. 38. 41. 43, 59, 60). 

(Cuadro 2) 

Los C'>tudios acerca de la habesiosis bovina se han dificultado. en pane debido a que no se 

cucnrn con cantidades suficientes de antígenos para establecer diversas pn1cbas de 

labt1ratorio para conocer la respuesta del hospedador a esta cnfcrmcdacf. Los antígenos que 

rn.í.s se han utilizado son Jos obtenidos a pa11ir de eritrocitos de bovinos inf"ec1ados 

cxperimcutalrncntc con cepas de campo. pero d grado de parnsitemia alcanz.¡1da es por Jo 

general menor al 2% (6). Con la aplicación de Ja tecnología de cultivo 111 varo de Babes1a 

spp. incluyendo la clonación de la misma. Jw sido posible obtener suhpoblacioucs de 

componamiento homogéneo. La identificación de éstas como subpoblacioues atenuadas. 

permitirían su uso como agentes inmunizantes. además. al utilizar la tecnologia de cultivo 

celular, se dismiuuiria Ja posible transmisión de otros agentes infecciosos ( 13, 81) 

El parásito se desan·olla 111 vitro en 1u1 medio suplementado con suero bovino (24. 59. 60, 

94). Algunos autores han mencionado el uso de suero hurnano, eu el cual se puede cu.hivar 

al agente in.feccioso al menos por 48 horas. Otros autores han apoyado el hecho de que el 

suero bovino liofilizado ofrece ventajas sobre el suero congelado con respecto al transpone 

del material a distancias largas. Ademas. este tipo de suero pennanece sin cambio cuando se 

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

para cultivar a B. bov1s y de ese modo estudiarla para la elaboración de una vacuna~ 

.-educiendo así el costo de las investigaciones en paises uopicalcs ( 59). 
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La técnica de MASP tiene la gran ventaja de que remueve los contaminantes de la sangre. 

tales como Theileria. Eperythro=oa11, y Anaplasma spp. aislando de esa manera a B. 

bovis. lo cual elimina la necesidad de utiliz...'lr fiinnacos y de realizar pasajes continuos y 

costosos en el ganado ( 46 ). 

El uso de antígenos solubles derivados de Jos sobrcnandantcs de cultivos de Babcs1a en las 

pruebas de ELISA.. RIA y agluti11ación en látex ha incrementado la s~nsibilidad y 

especificidad en la dctccciUn de anticuc1pos anti-Babes1a (79). Los cxoantígcnos libcrndos 

por los parásitos en los sobrenadantcs del cultivo son una fuente potencial de antig<..'"tl.OS que 

pueden ser utilizados parn inducir una inmunidad protectora ( 74 ). 

Los antígenos solubles derivados del cultivo 111 vi/ro también han sido utilizados para 

producir wia vacuna contra B. bov1s y B. b1gem111.a cu Venezuela. Estas vacunas no poseen 

las caracterfaticas problemáticas de las vivas y tienen ademas la ventaja adicional de poder 

ser desecadas po.- congelación para un alm.acenamicnto prolongado. Sin embargo. 

encontró protección inadecuada contra el desafio hcterólogo con antígenos derivados de 

algunas cepas de B. bows ( 1 5 ). 

Otros autores afinnan que en la actualidad los mayores esfuerzos hacia el mejoranücnto de 

vacunas vivas están dirigidos hacia la meta de reemplazar a los parásitos derivados de sangre 

y garrapatas por aquéllos cultivados 111 vi/ro bajo condiciones controladas estandarizadas 

(76). Babes1a b1gen1111a tambiCn ha sido cultivada lll vllro en Australia para producir una 

vacuna viva (48). Las técnicas de cultivo estñn di!,-ponibles para la propagación 111 vitro 

continua y a corto plazo de las especies de Babes1a económicamente más importantes. El 

método MASP es el más aplicado y confiable. 
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En é~ una cepa de B. bovis adaptada a suero equino perdió virulencia sin que se obscrvarn 

una pérdida aparente dt: la inn1w1ogcnicidad. El mantenimiento de cepas vacunalcs de B. 

bovis y B. b1gen1111a cu cultivos MASP durautc 174 y 100 dias respectivamente. no afectó Ja 

infcctividad. virulencia o imnunogcnicidad de las cepas probadas en el ganado receptor-. Un 

cultivo 111 vttro de 18 meses de B. d1verge11s redujo su virulencia al ser probada en gcrbos. 

Sin embargo. el volumen bajo de inóculo inf'cccioso 4uc se obtiene <le cllltivos MASP 

dis111inuyc su ventaja como una fut!'ntc potencial de parásitos para vacunas vivas ( 1 5 ). Se ha 

utiliz .... 1do mm con1binación de cultivo estacionario y en ~uspcnsión parn producir cantidades 

adecuadus de B. bov1s que put:dan resolver el problenta 3ntcrioc La cepa vacunal australiana 

Ka de ese hemoparásito se mantuvo continuamente en cultivos MASP y después en 

matraces por wi corto tiempo. Esto no alteró su viru.Jencia ni i.nmunogenicidad cornparadas 

con parásitos derivados de animales infectados (9J ). 

Algunos autores mencionan que el sistcnui de pases puede inJluü- sob1c la infectividad, 

inmunogeuicidad y virulencia. Con respecto n estas dos últhnas caractcristicas. se n:alizó Ja 

con1paración entre un aislado mexicano de catnpo de B. bigemina niantenido en becerros 

por medio de pasajes y otro cultivado in vi/ro. Se reportó que únicamente el aislado de 

campo n:iantenido 111 vivo produjo la enfermedad clínica en los aniniales. mientras que el que 

se mantuvo en cultivo celular produjo cambios bcmatológicos menos severos (37)_ 

Sin embargo, la mayoría de los hallazgos remarcan el rcisgo de extrapola.- los resultados 

obtenidos a partir de organismos cuhivados 111 vitro a las relaciones naturales entre 

hospedador·agente_ 
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La virulencia relativamente baja de los parásitos de portadores clínicamente recuperados 

co01parada con aquéllas de los que se encuentran infectando agudamente al ganado ha sido 

explotada en ensayos prácticos de vaclutación. Los cambios que se producen mediante los 

pases con jeringas se ejemplifica a través de estudios en B. bows. Estos pases continuos en 

bovinos tuvieron como resultado una pérdida pcnnanentc de la infectividad hacia el vector. 

El efecto fue asociado con la moñologia anornml de los parásitos en el intestino de la 

garrapata ( 15 ). Se ha observado una reducción de la virulencia <le B bows mediante pases 

cu becerros csplenecton-UZ...ados. Para ello se requieren hasta 23 pases (7). 

La preservación de bacterias. '\.;rns. cultivos cclu)aTcs, cspcnnatozoides. médula ósea e 

incluso productos vegetales. etc. a temperaturas por debajo de los OºC. se ha pr:icticado con 

varias finalidades. Los objetivos pr"incipalcs han sido: la conservación de Ja viabilidad. 

morfología. caracteristicas de crccinücnto. patrones cromosómicos y actividad enzimática 

( 19). En la crioprcservación o congelamiento de protozoarios de la familia Babesiidae se 

Uan logrado buenos resultados. destacando Jos mCtodos de: 

a) Palmcr: se utiliza 10º/o de polivinilpirrolidona-40 (PVP) como crioprotector (68) 

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

e) Crowc: El crioprotcctor utilizado es 1 O~"á de dimctil sulfóxido (DMSO) en glucosa salina 

de Puck con glucosa extra (70) 

Los hemoparásitos se criopreservan en nitrógeno liquido (-196ºC) y así pueden durar ados. 
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HIPÓTESIS 

Los hemoparásitos Babcsia bovts y Babes1a b1gemi11a cultivados 111 virro son viables y 

conservan su antigcnicidad. 
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OBJETIVOS 

a) Desarrollo de Babe.sia bows y Babes1a b1gen11na en cultivo celular utilizando dos tipos 

distintos de sales balanceadas. 

b) Crioprcscivnción y recuperación de Jos hemoparilsitos cultivados. 

e) Evaluación de los antigenos derivados del cultivo 111 vuro de B. bovis y B. bigemow 

mediante la prueba de hunwtofluoresceucia indirecta. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Equipo de Laboratorio 

Con el fin de llevar a cabo cultivos celulares. es neccsiu;o conta1· con uu extenso rango de 

equipo. Éste puede ser clasificado dcntJ·o de dos categorías: 

a) Cultivo celular 

b) Biología celular 

El equipo discüado pan el trnb~jo quíruico y biológico es óptimo para el estudio y 

caracterización de las propiedades biológicas y bioquú1úcas de B. bov1s y B. b1gen1111.a. Por 

lo tanto. se debe considerar al equipo de laboratorio para biología celular como w1 

requerinüento para alcanzat los objetivos. 

Cepas de Babe.da spp 

Los ::iislados de Babes1a bovis y B. b1genuua utitiz.·u.los en este estudio fueron 01;ginalmcntc 

obtenidos en 1986 a partir de garrapatas colectadas en bovinos de un rancho en Santa Fe. 

Tamaulipas. México. 

Se usaron dos cultivos criopreservados de B. b1gen1111a: w1 pase alto (P54 HC l 2/ 17/86) y 

wio bajo (2 LH l 1/3 HC 7/28/86). En el caso de B. boVls se utilizó el aislado congelado 

con la etiqueta PlOO 08/10/95. 
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Donador de eritrocitos y suero 

Se utilizó un bovino hembra (identificado con el núme1·0 304 l) de 6 años,. cruz.a de 

Hereford~ criada en Texas A&M University (Co11ege Station. TX). Las muestras sanguíneas 

son frecuentemente examinadas en el laboratorio de diagnóstico parn tener la seguridad de 

que el animal se encuentra libre de Leucosis bovina. Lengua azul. Babcsiosis y 

Anaplasmosis. La vaca se encuentra en condiciones libres <le Babcs1a spp y ganapatas. 

l. PREPARACIÓN DE REACTIVOS 

A. Obre11c1ó11 de sangre para el cu/uvo: 

La sangre se c.olcctó asépticamcnte del bovino #304 1 mediante vcnopunción yugular con 

dos jeringas de 60 mi y se depositó en dos matrnces de 150 mi cada wio con perlas de cristal 

en su interior. Los flllltrnces se agirnron inmediatamente con objeto de defibrinnr la sangre. 

En la cabina de flujo laminar se transfirió la sangre n tubos de centrifuga y se sometió a una 

centrifugación a 2000 RPM durante 30 minutos. El suero fue removido y gum·dado para ser 

utilizado en el medio. Las células blancas se eliminan al apartar 113 de la capa celular. Se 

introdujo una pipeta al fondo de cada tubo de centrifuga con el objeto de obtener los 

eritrocitos. Se colocó 1 ntl de e1itrocitos en cada tmo de Jos rubos de ensaye que contenían 

un volumen igual ( 1 ml) de glucosa salina de Puck más glucosa (PSG GibcofBRL Cat. No. 

310~4 lOO). Esta últllna sustancia fue preparada al agregar 10 g de glucosa a 500 mJ de PSG 

en un mezclador vónex con un agitador- magnético. Esta solución se filtr-ó a través de una 

membmna de 0.22 J-Lm. La suspensión de eritrocitos y PSG+G se almacenó a 4°C (7. 25. 

29. 39. 40). 
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B. Obtenc1ó11 de suero para el n1ed10 de cu/uvo: 

La sangre se colectó asépticamcmc mediante venopunción yugula.- con jeringas de 60 mi y 

se depositaron 40 mi de ésta en ocho tubos de centrifuga de 50 mi. Se forrna.-on los 

coágulos en cada uno de los rubos a temperntura ambiente~ y se despegaron Jos peJlcts de las 

paredes del tubo con el uso de un palillo de rn:idcra largo. Los tubos fueron refrige.-ados 

durante toda Ja noche y .al día siguiente centrif"ug<1dos a 2000 RPM durante 30 minutos. El 

suero fbc colectado de cada tubo c";tando Ja conraminación con crirrocilos. Si esto último 

ocurría, se proccdfa a 1·cali..zar otra centrifugación hasta eliminar por completo los eritr-ocitos. 

El suero no utilizo:sdo de inmcdialO se congela ha a • 70ºC para su uso posterior_ 

C. Preparación del ntedio de c11/t1vo. 

El medio consta de Jos siguientes componentes: 

O SSo/o de Medio-199 sin L-glutnmina con solución salina bnlanceada de Uank (JHR 

Biosciences M-199/HDSS 500 ml Cat. No. 51-50171) del día 1 al 29 y con solución salina 

balanceada de Earlc (JI-IR Bioscicnces M-199/EBSS 500 mi Cat No. 51-31178) del día 

30 al 45. En J 950. Margan y sus colaborndores reportaron sus esluerzos parn producfr LUUI 

fuente nutricional para culti'vos celulares. Sus experimentos füeron conducidos con varias 

combiuaciones de vitaminas. aminoilcidos y otros factores. Estos revelaron que el 

crecimiento de Jos tejidos podria ser medido en Jo que se conoce actualm.ente como Medio 

199. Sin embargo. se descubrió que el cultivo de células a largo plazo requeria de la adición 

de w1 suplemento sérico. Cuando se encuentra adecuadamente suplementado. el Medio IQ9 

tiene una aplicación amplia. particulanneute para la producción de vacunas (45). (Cuadro 3) 



Sus propiedades son las siguientes: 

pH: 7.4 coa rojo de fcnol como indicador. Se torna anaranjado a tw pH de 7.0. 

amarillo a 6.5, amarillo limón debajo de 6.5. rosa a 7.6 y morado a 7.8. 

Buffer: Se utiliza el bicarbonato por su baja toxicidad. costo accesible y beneficio 

nutricional para el cultivo. 

Tenzperat11ra: Tiene un efecto directo sobre el crecirnienro. 

Espunra: Los ef"ectos de la formación de espuma no han sido definidos claran1cnte. 

Sin embargo. es preforiblc evitarla debido a que la tnsn de dcs:aaturnliz.ación de las 

proteínas puede incrementar. adctnás de que aumenta el riesgo de contaminación si 

la espum.'1 alcanza la pane superior del pozo de cultivo (26 ). 

Con r-especto a las soluciones salinas balanceadas. cabe señalar que éstas se componen de 

sales inorgánicas. Existen varios tipos de soluciones de este tipo. En este experimento se 

utilizaron dos tipos de sales incluidas por separado en el Medio-199; la solución salina 

balanceada de Earle (EBSS) y la de Hank (HBSS). La dif"erencia entre estas dos es que la 

primera contiene bicarbonato de sodio y debe ser utilizada en lWa atmósfora con 5<!'Ó de C02 

mientras que la de Hank está diseñada para bu.Ccrar el medio en una atmósfern de aire~ más 

que de C02 (26). (Cuadro 4) 

CJ 40º/o de Suero de bovino adulto aormul: Como f"ucnte de polipéptidos y minerales 

principalmente. 

O 2 o/o de TES (Sigma ChemicaJ Company TES Cat. No. T 6022): Es un buffer biológico 

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

destilada. La solución se esterilizó por mu-ación (membrana de 0.22 µm) y se rcfiigeró. 



35 

O Antibióticos y u.ntimicóticos: Su uso debe ser considerado un sustituto de una 

técnica aséptica. debido a que muchos de éstos ejercen cfoctos tóxicos a concentraciones 

núnim.amcntc más elevadas que las dosis recomendadas (26). (Cuadro 5) Se adicionaron 

0.01 rnl de gcntamiciua al medio. (24. 29, 46, 94). 

Los reactivos m<..'"Ucionados se mezclaron en un matrnz de 250 mi. La solución final ( 100 mi) 

fue filtrada a través de una membrana de 0.45 J.UH, transferida a cuatr·o frascos estériles con 

tapón de rosca y se alnmccnó en refrigeración. Cada frasco se identificó con etiquetas que 

contenían la siguiente infi.-.,rm.ación: 

Medio de cuUivo para Babesia : 

Frasco uno: bovis 
Frasco dos: bigen11na pase alto 
Frasco tres: bigenuna pase bajo 

Frasco de 25 crn2
: bo\.'is 

Fecha de eJaboracióu del medio 

Nombre 
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Todo el trabajo de cultivo celulnr se llevó a cabo en la cabina de flujo laminar. El aire estéril 

sobre la superficie de trabajo permite tener un ntayor control de la asepsia n un costo tnucho 

menor que el tener que contar con lm cuarto estéril por separado La cabina es individual y 

móvil. En ella solamente se introducen los brazos. del operadot al área estériL La puerta 

debe estar alejada de esta área y la preparación de reactivos y nmniobras de centrifugación y 

lavado deben llevarse a cabo del lado opuesto del cuarto de cultivo. 

11. MÉ:TOl>OS 

Es importante señalar que todos los proccdimcntos fueron realizados bajo condiciones de 

asepsia en w1 cuarto de cultivo. La superficie de trabajo de la cabina de flujo laminar 

siempre fue limpiada con etanol antes y después de llevar a cabo los procesos necesarios 

para el cultivo de cada una de las especies. 

A. lnicinción y mantenimiento de cultivos: 

1. Se recuperaron tres cultivos mantenidos en ámpulas criopreservadas dentro de un tanque 

de nitrógeno líquido. Cada wta contenia aproximadamente 0.5 1nl de cultivo criopreservado 

de B. boVJs. de B. bigenuna pase nito (HP) y B. b1gemina pase bajo (LP) 

a. Las innpulas fueron removidas del tanque de nitrógeno líquido 

b. Se descongelaron a 3 7ºC a baño m.aria cu un recipiente con tapa (ya que la 

tapa del ámpuJa puede proyectarse a gran velocidad debido al cambio brusco de 

temperatura). Las ámpulas se manejaron con forceps. tnantcnieodo la tapa de éstas 

siempre en dirección opuesta a los ojos. 

4. Una vez descongeladas. se enjuagaron con etanol al 70°/o y se abrieron. 
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S. Babesw bov1s, B. b1gen11na l-IP y LP fueron m.antenidas por separado en platos de 24 

pozos de acuct"do con 1.cvi y Ristic y Veg;i et al (24 ). Cada plato se identificó con una 

etiqueta que dccia el nomtn·c del parásito (y pase en el caso de B. bigemina). El 

procedimiento de cultivo fue idCmico para los tr·cs aislados. También se realizó un cultivo 

de B .. bo\'ls en un frasco de 25 cm:? (Bccton Dickinson) con tapa de 1·oscn. 

6. El cullivo fue iniciado en dos pozos. Se depositaron 0.9 mi del medio de cultivo y O. 1 mi 

de la su.spcnsiOn Je eritrocitos en cada pozo 

7. Se colocaron 0.25 tul de.! cultivo dcscougcl.ado en cada poL.o .. 

Los platos de pozos están manufacturados con poliestircno libre de metales pesados y 

cuidados.amente seleccionados para cultivos celulares. Est:in esterilizados por 1·adiación y 

certificados como no-pirogCnicos. Cuentan con wia tapa que mi.nimiza la evaporación 

durante la incubación. 

El plato de cultivo mide aproximadamente 0.85 mm x 128 mm y tiene un grosor de 22 mm 

(con tapa) ( 78 ). 

8. Los cultivos se incubaron a 37ºC en una atmósfera húmeda de 2o/o de oxigeno. 5% de 

dióxido de carbono y 93º/o de nitrógeno (42). Esta atmóslera se logró al colocar los platos 

de cultivo dentro de un satélite que contcnia de 1 O a 15 inl de agua destilada y mediante la 

adición de la mezcla gaseosa con una presión de 2 libras durante 2 minutos. 

A. Alimcnt.ación de los cultivos: Los cultivos f"ucroo ali.mentados cada 24 horas (40). 

l. De cada pozo se eliminaron 0.9 mi del medio que se encontraba encima de la capa celular 

sin tocar esta ü.ltima. 
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2. Con el objeto de evaluar el crecimiento diario de los cultivos, se realiznba un frotis 

snnguÚleo de gota delgada y se teñía con Gicmsa (Gi.cmsa Stain Modificd 0.4'}0 SIGMA) 

después de diluirlo l :20 en agua dc~tiladn. Los frotis tciiidos crnn obscivados para contar 

las íonnas diversas de los 1ncro;r.oitos que estaban dentro <le los eritrocitos. Las fonnas 

fueron clasificadas como: pirifom1c sencilla. piriforme doble, piriforme múltiple y c1;1rocito 

no infectado. El porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) se dctenninó incdiantc 1.a cuenta 

de 500 eritrocitos por laminilla (24. 39). 

3. Se adicionaron 0.9 mi de medio fresco (entibiado previamente a baño 1na1·ia) a cada 

pozo. 

B. Subcultivos: 

Un subcultivo consiste en cosechar las células de un cultivo para iniciar uno nuevo. Este 

término es sinónimo de pasaje~ que es el proceso de transferir o transplantar una población 

celular de un cultivo a otro (49). 

l. Los subcultivos se realizaron cada 48-72 horas. es decir. cuando el PEP babia 

aumentado. Primero se depositaron 0.9 nU de medio fresco y 0.1 ml de eritrocitos en dos 

pozos nuevos. 

2. Se removieron O. 9 m1 del medio sobrcnadante de cada uno de los dos pozos que se iban 

a subcultivar. 

3 .. Sin tocar la capa celular~ se tomó una muestra pequeña con una pipeta Pasteur para hacer 

un frotis y teñirlo con Giemsa. 

4. Se adicionaron 1-8 rol de medio nuevo a uno de los pozos originales y se mezcló con el 

paquete celular. 
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S. Se transfirió esa suspensión al siguiente po7.o y se rcsuspendió. 

6. Se pipetearon L 75 m.J de 1;i suspensión y se depositaron 0.25 mi de ésta dentro de cada 

uno de Jos pozos nuevos y los 1.25 ntl r·cstaatcs se colocaron cu uno de los pozos originales 

para que éste fitt."ra utiJiz.:1do como ~'pozo de 1·cspaldo ... 

C. Cultivo en Frasco Estc,tril de 25 cm1 (50 mi) (Bccton Dickinson Falcon®) : Este se 

realizó únicamente para Sabe.na bo\'/s : 

l. Del plato de 24 pozos se subcultivaron 3 n1I. 

2. Se depositaron 1 1 mi <le medio fresco y 1 mi de eritrocitos en el frasco de cultivo. 

3. Alimentación del cuJtivo en frasco de 25 cm:?: 

0 Los cultivos se alinienlaron diariamente 

Q El frasco se inclinaba cuidadosamente y se eliminaban JO mi del sobrenadante. 

Q Se totnaba una muestra con pipeta Pastcur para hacer un frotis y teñirlo con 
Glemsa. 

Q Se depositaron 1 O mi de medio fresco al frasco de cultivo. 

4. La tapa del frasco no debía ser cerrada hcrmCticamcnte a fin de que la mezcla gaseosa 

pudiera penetrar en él. 

S. El frasco de 25 cm2 se colocó dentro de la incubadorn con 5°/o de C02 • 

6. Subcuhivos: 

O Se colocaron 1 1 mJ de medio fresco en un nuevo frasco de 25 cm2
• 

O Se inclinó cuidadosamente cJ frasco y se eliminaron 10 1nJ del sobrenadante. 

O Se tomó la muestra para hacer un frotis y 1e1ürlo con Giemsa. 

O Se depositaron JO m1 de medio fresco. 

O Se mezclaron las células con el medio hasta hacer una suspensión. 
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CJ Se colocaron 3 mi dentro del nuevo frasco que contenía los 11 mi de medio 

fresco. 

O Se depositaron 1. 1 mi de eritrocitos en este nuevo frasco de cultivo. 

El frasco de cultivo f'uc rnalllenido en incubación a 37ºC con wia atmósf"era hútncda de Zo/o 

de oxígeno. 5o/o de dióxido de carbono y 93~~ de nitrógeno. 

D. Criopreservación de los cultivos: 

Babesia bovis y B. bigen1111a pueden crioprescrvarsc con varios fines. entre los que se 

cncuenu-a ta posible inoculación de estos organismos a los animales. El recstablccinúcnto de 

los cultivos eliminaria el riesgo de manejar animales infectados. J\.dcmiis. la crioprcscn.'ación 

podria permitir la recuperación de semillas de cepas de Babesia spp para la claboració11 de 

una vncuna (97). El alm.nccoamiento en nitrógeno liquido es comúnmente el método más 

satisfactorio para la preservación de cClulas cultivadas. La suspensión celular debe ser 

congelada lentamente. a razón de 1 ºC por minuto en presencia de polivin.ilpirrolidona de 

preícrencia. debido a que las células se conservan por un periodo ntás largo entre el 

descongelamicnto y su uso (26. 57. 68). 

l\.1étodo: 

J.. Se preparó una solución al 10°/o de polivinilpirrolidona (SIGMA PVP-40 Cnt. No. P-

0930) en PSG-G al disolver 1. t g de la primera en O. 9 mI de PSG-G. 

2.. El matraz que contenía esa solución rue allll.acenado a temperatura ambiente en una 

atmósfera nornial por 4 n 6 horas. 

3 .. Se eliminó el sobrcondante de los cultivos. 

4 .. Estos rueron revisados para verificar las siguientes propiedades: 
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a) Cl'"ccimicnto saludable 

b) ausencia de contaminación 

5. Los cultivos f"ucron sometidos a centrifugación a 1000 RPM durante l O minutos. 

6. Se añadió un volumen igual de solución al 10°/o de PVP-PSG-G al pcllct. 

7. Se depositaron 500 µl de la suspensión celular dentro de crioampolletas de 1- ó 2- mi y 

éstas se sellaron perícctan1cntc. 

8. Se revisó que no existie1·an derrames al colocar las 3mpulas en un plato con 1 º/o de azul 

de rnetileno disuelto en alcohol al 70°/o a 4ºC durante 10 minutos antes de congelar los 

cultivos. 

9. Las iimpulas se colocaron cu Wl recipiente con hielo y dentro de un contenedor con 

etanol al 70°/o. 

l O. El contenedor fue sometido a w1a temperatura de - 70ºC durante 24 horas. 

1 L Este fue transferido al tanque de nitrógeno liquido con lentes protectores y guantes (37. 

40). Esto fue realizado rñpidamente. ya que las células se deterioran si la temperatura se 

eleva sobre los -SO""C (26). 

12. Una vez que las ñmpulas fueron colocadas dentro del tanque. se registraron con los 

siguientes datos: 

a) Pane del tanque en el que se depositaron 

b) Cepa de Babes1a spp utilizada .. número de pnse y donado.-. fecha e iniciales del operador. 
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PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA lNDIRECTA PARA Babesia spp 
(99) 

A.. Preparación de las células del culli'\'o utilizadas en Ja prueba de 
inn1unoOuoresccncia indirecta: 

t. Los cultivos se suspendieron en un rnau-az y se colocaron en un tubo de centrífuga de 15 

mi. 

2. Se ccntrllugaron a 1000 RPM durante 1 O minutos. 

3.. Se eliminó el sobrcuadantc. 

4. Se rcsuspcndieron en solución salina buícrnda y se mezclaron. 

5. Se centrifugó de nuevo. 

6 .. Los pasos 4-5-6 se repitieron hasta completar un total de tres lavados. 

7. Se preparó una solución al 3.SCJ/u de ovalbúmina (GIBCO) en solución salina buferada. 

8. Se mezcló esta solución con las células. 

9. Se prepararon laminillas utilizando de 5 a 10 J.ll de Ja suspensión (que cubrieran por 

completo el portaobjetos). 

10. Las laminillas fueron colocadas en un recipiente con hielo y en un congelador. 

B. Prueba de io1nunonuorescencia indirecta: 

t. Se preparó una solución lx de solución salina buferada (PBS) o panir de una solución 

20x de la misma: 

a. Se diluyó 1 mi de solución 20x PBS en 10 mi de agua destilada y se af'oró a 

1000 mi. 



b. 20x PBS: 

NaCI 
KCI 
Na~HPO.a 

KH2PO. 

160 g 
4 g 

23 g 
4 g 
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c. Se esterilizó en autoclave n 250°C por 30 minutos en pequeñas cantidades. 

<l. Se almacenó en refrigeración y se revisó el pH (7.0 a 7.4) 

2. Se diluyeron 1:80 los sueros testigo positivo y el negativo en IxPBS: 

O 10 pi <le suero(+) a Babes1a bows (#41) 790 µI de lxPBS 

O 1 O ¡..d de suero ( +) a Babes1a b1genz11u1 ( #80) 790 pi de lxPBS 

OIOµldcsuero(-) (#1) 790 ~·• de 1 xrns 

Todas las soluciones con PBS se ntantuvieron frias. 

3. Las laminillas se registraron et cJ lib.-o de control de la prueba. 

a. Las laminillas se sacaron del congelador. se niarcaTon y se dejaron secar a 

ternpcratu.ra ambiente. 

b. Se dibujaron tres filas de seis círculos de 4mm de diñmetro aproximadamente 

con barniz de uñas y se deja.-on secar. 

4. Las diluciones de los sueros y testigos fueron realizadas y colocadas en el círculo 

apropiado a razón de l O µl/circulo. 

a. Todos los sueros y diluciones se mantuvieron fríos en un recipiente con hielo. 

b. Los tres primeros pozos se utilizaron como testigos: 



©Positivo 

<2> Negativo 

CD PDS 

5.. Las laminillas se colocaron en un contenedor húmedo. 

6. Se incubaron a 3 7"C durante 40 minutos. 

7. Las laminillas se lavaron con PDS utilizando una piseta. 

8.. Estas se secaron utilizando la temperatura ftia de una secadora de pelo. 

9. El conjugado (SIGMA Antisernm: FITC-PTotcin G) se diluyó. 1:300, i.e.,. 3 mi PBS en 

una ampolleta de Proteína G y se almacenó n -20ºC hasta ser usado. 

10. Se añadió el conjugado a las laminillas. 

11. Las laminillas se colocaron en un contenedor húmedo y se incubaron a 37ºC durante 40 

minutos. 

12 .. Se lavaron con PBS y se dejaron secar protegiéndolas de la luz. 

13.. Las laminillas se obseivaron en el microscopio de luz ultravioleta de inmediato. 
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RESULTADOS 

Babes1a bows y B. bigemuw (pase alto y bajo) se establecieron en un cultivo de eritrocitos 

de bovino aduho. Los panlsitos fueron identificados mediante frotis sanguineos tefi.idos con. 

Gi.c1nsa y se observaron las siguientes fomi.as: 

a) Cuando se utilizó el medio de crecimiento M- \Q9 con la solución salina balanceada de 

l lank (J-IDSS) las formas prc:dominantcs fuc1·on sencillas (anil1os). 

b) 1\l usnr el M- lQ9 con la solución salina balanceada de Earlc (EllSS) predominó la 

morfología de merozoitos piriformes sencillos y dobles. 

Los subcultivos se realizaban cuando el porcentaje de criffocitos parasitados autncntaba 

(cada 24-48 horas). Cuando los parásitos con apariencia óptima disrninuian. ~ procedía a 

resuspcnder los po7,oS. 

Cuando se presentaba importante decremento en ta parasitemin. haciéndola casi 

imperceptible. se alladian gotas frescas de eritrocitos a los pozos problema. (Cuadro 6) 

E~"tas cetulas duraban 4 ~ero.a.nas. por lo cual. fue necesario t.onlBr otra mucsha sanguínea n.1 

anim.a\ a mediados del n1es de julio (considerando que la primera muestra fue obtenida el 16 

de junio). 

El tnedio de crecimiento M- 199 fue cambiado de HBSS a EBSS el día. 2Q, ya que era 

notable el desccp.so en el porcentaje de eritrocitos parasitodos. Ademas. se observaban 

numerosos hemoprotozonrios fuera de las células. Al cambiar el medio. se notó un 

importante incremento en la parnsi.temia. el cual fue evaluado cstadisticatnente (Cuadro 7) 

Los datos n13s importantes de este análisis son las diferencias altamente significativas ent.-e 

los promedios de los di.as 1-29 (M-199/HBSS) y 30-45 (M-\9QfEDSS). (Cuadro 8) 
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Se llevaron a cabo análisis de control de observaciones individuales y de rangos móviles con 

el objeto de obtener las diferencias en el crecimiento de los parásitos; teniendo en cuenta que 

las actividades que se realizaban tenían influencia sobre las que se hacían posteriormente. 

Es posible obsc1Var en las figuras l y 2 que cutre los días 1-29 (cuando se utili~ó el M-

199/HBSS) y 30-45 (M-199/EDSS) existe una diforcucia altamente significativa. pues 

dentro del primer rango n1encionado. el porcentaje de eritrocitos parasitados se mantiene 

entre el lilllitc de control inferior y el de control superior. mientras que en el rango de los 

días 30-45 dias la parasitemia se eleva sobre el linlite de control superior y se aleja 

completamente del pron1edio. Los valol"cs situados cucinut del línútc superior indican que 

no existe un control estadístico. Una vez que se hizo una detenninación sntisfatoria de la 

desviación patrón. los límites de control se colocaron en el equivalente de 3 desviaciones 

estándar con respecto a la línea central o promedio. (figuras 5. 6 y 7) Los valores se 

elevaban por encima del límite de control superior antes de cambiar las sales balanceadas. es 

decir. que existió una desviación de tas observaciones más allá de tres desviaciones estándar 

(RM=3). Se consideró un rango móvil correspondiente a 3 días. 



47 

Los cultivos de Bnbcsia bigemina se recuperaron de la crioprescrvación lO años después de 

su congelación. En el c<1so de IJ. bo\'ls~ el cultivo fhe rccstablccido al año post-congelación. 

Los organistnos se encontraban en condiciones adecuada~. lo cu:il indica que la 

polivinilpirrolidona (PVP) llene ptopicdadcs crioprotcctoras apropiadas. 

El c~1.ablccimicnto inicial de los cultivos de B. b1gen1111a füc lento. pero los panisitos 

pudieron mantcncr:-.c con éxito y fueron sonll!tidoc;; a varios pases. Es impo1"tantc mcnciomu

quc con la cepa correspondiente al pase ltlto de este protozoario se obtuvieron parasitcmias 

Ulás altas que con re~1>ecto al pase bajo. (Gnlfica 3) 

Babes1a bows requirió de un mayo1 nún1ero de subcultivos debido a que tuvo un 

crecilniento rápido. (&áfica 4) Los eritrocitos infectados con parásitos l!rnn menos 

abwidantcs 24 horas después de que se rcaliznban los suhcultivos y predomina1·on las formas 

anulares. 

Los cultivos fueron preservados en nitrógeno líquido utilizando PVP como crioprotector. 

Resultados de la prueba de inmunoOuorescencia indirecta: 

Se realizó Wla prueba de inmw1ot1uorcsccncia indirecta para evaluar a los antigcnos 

derivados del cultivo 111 vitro. Estos no mostraron reacciones cruzadas y se observaron 

claramente pares y fonnas anulares fluorescentes. No hubo fluorescencia de fondo. Se 

utilizó el suero nún1ero 41. el cual es(+) n Babes1a bows. Con respecto a B. b1genuna. el 

suero(+) utilizado fue e1 nUmero 80 y el suero (-) fue el número l. B. bows reaccionó 

positivamente al suero #4 l. y B. bigem11ui (pase alto y bajo) al suero #80. Ninguno de los 

dos parásitos mostró reacción con el suero # 1 ni co11 la sustancia testigo. 
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DISCUSIÓN 

El propósito de una gráfica de control consiste en dar wia advertencia en cuanto a la 

posibilidad de que surjan problemas en el método. Las causas de las variaciones alrededor 

de la media se clasifican como causas asignables. Estas son aquCllas que se pueden 

reconocer cuando la gráfica indica que el proceso está fuera de control. En este estudio, se 

detectó la dcsviacióu de las observaciones dc~-pués del día 29 más all:i de tres dcsvi:.icioncs 

patrón~ lo cual se consideró como una advct1.encia de que el proceso estaba fuera de l;01ltrol 

estadístico. pues los puntos no cstu"';cron distribuidos u.niíormcrnentc a ambos lados de la 

línea del promedio y dentro de las fronteras del limite inforior de control (es dcci1·. dcnt10 de 

las tres desviaciones estándar). La aplicación de gráficas de control pcmütc ,;gilar la 

exactitud y precisión de las mediciones de laboratorio. Cuando se hacen éstas durante w1 

periodo extenso. el control <le calidad hace posible la pronta detección de deterioros en la 

técnica. los reactivos o el equipo. Los datos acumulados como parte de un programa de 

control de calidad son importantes para evaluar la confiabilidad de cada medición. asi como 

parn la detección de cambios que afectan adversamente la exactitud de las n1cdicioncs. La 

causa asignable fue el cambio del medio de crecimiento utili7..ado. lo cual se explica a 

continuación. 

Los resultados observados mostraron que el Mediow 199 que contenia la solución salina 

balanceada de Enrie fue el mejor~ ya que cuando fue adicionado. al cultivo. se observó un 

incremcnlo en el porcL-ntaje de eritrocitos parasitados (PEP) que con relación al Medio-199 

que contenía la solución sali.11a balanceada de Hank. Cabe mencionar que coa esta última, 

los parásitos comenzaron a perder sus propiedades iníectantes y el PEP descendió. 
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Existió w1a diferencia estadística significativa entre el PEP observado al utilizar los dos 

medios (P<0.05). Esto pudo deberse a que el M-199/l-IBSS está diseñado para ser utilizado 

en una atmósfcrn de aire y el M-199/EDSS se debe usar en una atmósfcrn de 5 1% de C02 • 

Los cultivos se rnantuvier·on bajo e~as últimas condiciones. por- lo cual se observó wia 

mayor proliícración de la población cuando el Medio fue cambiado. Las concentraciones de 

C02 son muy importantes parn el crecimiento de las especies de Babes1a spp y la solución 

salina balanceada de Earlc favorece el aprovechamiento de la atn1ósfern adecuada parn el 

parásito. Cuando Bahesza bows y Babesio b1gem11ui crecen y se rrumtienen en condiciones 

óptimas. las fonnas obsc:rvables en c1 microscopio son principalmente dobles. Esto füe visto 

claramente cuando se comenzó a utili:r....ar el M-199fEBSS. La solución salina balanceada 

aunada a los demás reactivos pennitió el mantenimiento exitoso de los cultivos. Del mismo 

modo. la adición de eritrocitos frescos y las resuspensiones realiz.adns incrementaban el 

porcentaje de eritrocitos parasitados. ya que los protozoarios no penetraban a las células 

cuando éstas comenzaron n envejecer o cuando no se mczclabnn ndccuadnmeute con la 

solución de glucosa salina de Puck adicionada con glucosa extra. 

Los subcultivos se realiz...aron con el fin de que los parásitos pudieran crecer adecuadamc~tc 

con el espacio y medio nutritivo adecuados. B. bons proliferó m..3s rápidamente que B. 

bigemi11a. ya que en general ésta últimn tiene un crecimiento más retardado (8 l ). Con 

respecto a este protozoario. cabe señalar que el pase alto aumentó su población 

rápidamente. pues el parásito ya estaba miris condicionado al cultivo celular. pues con CI se 

realizaron JO pases. dando un total de 65 pases. La cepa de pase bajo comenzó a adaptarse 

lentamente al cultivo. pero finalmente creció y se mantuvo con éxito y se cornpleraron 24 

pases en su registro total. 
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B. bovis pennitió rcaliz.ar 14 pases debido n su mayor adaptabilidad y con ello registró l 1 S 

pases en total. Es por ello que los investigadores hnn reali:r . .ado numerosas pruebas para 

lograr aumentar el PEP en el caso de B. bigemina y log._rar obtener parasitemias como las 

que se alcanzan con B. bovis. I>nra ello han ideado n1étodos con10 1a concentración del 

volumen del paquete celular por medio de centrifugaciones continuas (97) 

En este estudio, los aislados fueron cxitosaa1cntc recupera.dos después de lrnhcr 

permanecido crioprcscrvados en nitrógeno Jiquido utili7..nndo polivinilpirrolidonn como 

crioprotcctor por 10 afias (en el caso de B. b1gcmu1a y por un año en el caso de JJ. bows) y 

fueron rnantenidos en cultivo celular, en el cual au1ncntaron su pohlaci6n. Existen varios 

crioprotectorcs. y en este caso se confirmó que la PVP tiene excelentes propiedades para ser 

utilizada en la criopreservación de cultivos de Babesza spp. Los organismos fueron 

crioprcseivados para que puedan ser utilizados en un futuro_ La aplicación principal del 

cultivo fue la realización de una prueba scrológicn (lnmunotluoresccncia indirccrn ). Esta cs. 

la prueba oficial eu Texas. ya que los EE.UU. se encuentran libres. de babesiosis. Además. es 

altamente especifica y sensible. En el presente estudio. la prueba de iumunofluorcsccncia 

indirecta demo~1:ró la presencia de wt antígeno derivado del cultivo "' vitro y la reacción fue 

muy clara. 

El rccstablecimiento de cultivos celulares utilizando especímenes congelados podría eliminar 

la necesidad de mantener animales infectados. así como el riesgo de diseminar la enfermedad 

a anirnBlcs susceptibles. Además. este procedimiento permite el establecimiento de cultivos 

de semilla de Babes1a spp para estudios bioquímicos y vac\.Ulales.. así como para el 

mejoramiento de métodos diagnósticos sensibles y especificos_ 



El desarrollo de la técnica de cultivo celular para el crecimiento de Babesia spp surgió en 

gran parte debido o la necesidad de producir luta vacuna efectiva y segura y también pera 

entender las propiedades bioquímicas y biológicas de los parásitos. La estandarización de 

las condiciones para el cultivo dio ímpetu al desarrollo de la tecnología moderna de cultivo 

celular. El abastecimiento comercial de medios confiables y el control de la contaminación 

con equipo que tnancja aire estCril ha hecho que el cultivo 117 vitro sea accesible para un gran 

rango de intereses. 

Una fuerza adicional de mucho peso por parte de la opinión pública ha sido la preocupación 

por pane de gn.ipos que defienden los derechos de tos aninuiles y que pretenden evitar el uso 

de éstos en materia c:xi>erimcntal. La principal ventaja del cultivo celular. es. como se 

explicó antcriorn1ente. el control del ambiente fisicoquímico (pH. temperatura. 0 2 • C<n) y 

de las condiciones fisiológicas. las cuales pueden mantenerse relativamente constantes. pero 

no pueden definirse siempre~ como en el caso de la suplementación con suero. 

Otra ventaja imponante es la economía. Los eritrocitos bovinos pueden exponerse 

directamente al parásito a concentraciones más bajas con acceso directo de este último a Ja 

célula. De esa nwncra. se requieren menos cantidades que con respecto a wia inyección 111 

vivo. en la que~ pierde el 90o/o por excreción y distribución (26). 
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CONCLUSIONES 

En el presente estudio se observó que et Mcdio-199/EBSS fue el que mejor pennitió el 

crecinúento de Babes1a bov1s y B. bigcnzina. El cultivo crioprcservado en 

polivinilpirrolidona fue recuperado al año y a los 10 allos 1·cspcctivamcntc. lo cual indica 

que es un excelente crioprotector. La viabilidad del cultivo y su antigenicidad se evaluaron 

por medio de la prueba de inmunofluorcsccncia indirecta. la cual no rnostrb reacciones 

cruzadas ni de fondo. Esto califica ni cuhivo celular de B. bov1s y B. b1gem111a como un 

medio adecuado pa.-a c1 desarrollo y caracterización de estos hcmoprotozoarios. 

El uso de sistemas de cultivo in vtlro ha sido aceptado gcuernlmentc como una de las 

numeras rruis importantes para obtener antígenos vivos o inactivados. Esta tecnología ha 

sido utilizada como un medio de atenuación de los parásitos usados como inmllllógcnos 

vivos. El cultivo celular de Babesin bovis y Babesia b1gen1111a tiene muchas aplicaciones. 

Pcrm.ite el aislamiento directo de portado.-es de los pa.-ásitos. Jo cual permite conta.- con un 

m¿todo u1cnos costoso y que .-equiere meno.- tiempo y esfue.-zo que la inoculación 

tradicional de animales susceptibles. El cultivo in wtro también permite obtener poblaciones 

homogéneas (clonas) para .-eali.zar estudios de sus características bioquímicas y biológicas 

cou el objeto de poder desarrollar una vacuno y mejores métodos de diagnóstico. 
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Cundro 1 

Estimación do perdidas económicas relacionadas con 
anaplasmosis y baboslosis en AmCrlca (63) 

Ganado Estatus Costo total Costo 
(millones do endémico del (millones promedio anual 

cabezasl nat0nono USO/añol en USO 
México 35.0 endémico/no 287 8.2 

enOOmico 
Ca'ombla 27.1 ondómicOfno 

endómlco 
Brasil 122.6 endemlcolno 

enOOmico 
Aryentina (Norte} 22.0 cndOmicolno 120 

endémico 

Venezuela 10.0 endómicolno 23.3• 
endemico 

Amótica Central 58.0 endémico/no 850 3.12 
endémico 

Sudamérica 215.6 endémlcofno 1365·1638 5.6 
endOOUco 

a. MCFlabdad solamenle 

Rcforoncla 

Masiga, 1981 

Gugl1clmone et al .• 
1990 

FONAIAP-MAC 
1985 

PAHO, 1976 

FAO, 1969 
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Cuadro 2 

MODlFICACIONES EN EL SISTEMA DE FASE MICROAEROFiLICA ESTACIONARIA (80) 

Volumen del 40o/o 

l.t..·\·'.''_\· H,.j.;Ul' 

19SO 
P;,ilm1.·t· l'Hil 

paqu(.."t.C celular 
Buffer l IEPE.S" 25 mM HEPES 25 1nl\1 TESh 30 n1M 
Atmósfera 

Nivel de fluidos 100 mi 
Suspensión 6.2mm 6.2mm 
Suero 40o/o 
Parasitemia 1 a 5 °/o O. 5'% 
inicial 
PEP" 5º/o lO~O 

.. N-2 Hidroxietilpiperazina-N 1-2 ácido etanesulíónico 
b N-tris[hidro:cimetil] metil-2-ácido anúnoetanesulfónico 
e Porcentaje de eritrocitos parasitados 

4mm 
40o/o 
0.5°/o 

U.(hirtµ,ut.·..-: •!f ,,¡ 
1Q~3 

2.5°/u 

TES 30 rnM 
2°/oO~ So/oCOl. 

93º/oN 

40º/o 
Un eritrocito 

in.fectado 
15% 



Cuadro 3 

Fórmula del l\1cdio 199 con EBSS (.JU.11 Bioscicnccs~ Cut.. No. 51- 31178) (49) .. 
i SALES INORGANICAS 
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Cuadro 3 (Continunción) .. 
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Cuadro 3 {Continuación) 
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Cuadro 4 

Solución Salina Balanceada de Earle (87) 



Cuadro 5 

Antibióticos y Antimic6ticos (49) 

Producto Concen· GRAM+ GRAM· Levaduras Moho M)t0pla51T'.1 Conc. Conc. Cantidad a Establea 
tracióo electiva citotó~ca usar 37'C 

Fungizona 250µg/ml .¡ .¡ 2.5 µg/ml 30 µg/ml 1om1n 3dias 

Anb~ótico- 1((XX)U/ml I .¡ .¡ .¡ 11)(). 10000U/ml 1om1n 3dias 
Antimlcótic Porucilina 200U/ml 20000µg/ 

o 10mgmil 
100 µg/ml mi E~re¡lor" 

lSµg/ml 2.5¡1g/ml 30 µg/ml 
AnlderCllll 

Gorh"""' 10mg/mt I I I 50 µg/ml >300 5mln 5dias 
µg/ml 

P-· 1000?U/ml .¡ .¡ 100- 1amtJ/ml 2om1n 3dias 
Estr8'iomic1- p 200U/ml 20000µg/ 

"' 10mg/ml 100 µg/ml mi 
s 



Subcultivo 

Resuspensión en el 
pozo 

Adición de 
eritrocitos frescos 
Cambio del I\1-
199/lIIlSS a M-

199/EBSS 
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Cuadro 6 
Procedimientos realizados en el Cultivo 

Babesia bigemina 
Pase Alto 

(en el día:) 
s.12.18.21.27.31.34. 

37.40.42 

15.24 

28 

29 

Babesia bigeniina 
Pase Bajo 

(en el día:) 
8.13.17.21.26.30.34. 

37.39.44 

15.25.32.41 

28 

29 

ESTA 
SALIR 

Babesia bo"is 
(en el día:) 

6.9.12.15.17.20.23. 
26.31.33.37.39,42. 

44 
4.18.29.35 

28 

29 

NtJ DfM 
81BU6TECA 
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Cuadro 7 
Análisis Estadístico del Porcentaje de Eritrocitos Parasitados al utilizar dos tipos de 

sales balanceadas incluidas en el l\'fcdio-199 

Babesía bigemina Babesia bigemina Babesia bovis 

Pase Alto Pase Bajo 

Oias 1-29 Oías 30-45 Días 1-29 Dias 30-45 Días 1-29 Días 3045 

29 16 29 16 29 16 

Promedio 0.399 2 0116 0.3149 1.3862 6 1so103 I" -ª 648563·-

Desviación 0.4719 0.751 0.3662 0.59697 3.520983 -o 50892 

Estándar 

Errnr 0.01752 0.1877 0.068 0.1492 0.65383 0.12723 

csttmdar 

Estadístico t -B.857 -7.478 -2.7979 
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Cuadro 8 
Comparación entre los promedios obtenidos al utilizar dos soluciones salinas 

balanceadas distintas en el l\>lcdio-199 

M-199/HBSS M-199tEBSS Diferencia 

Estadistica 

Babesia b1gem1na 0.399 2.0116 p - 0.00000001 

Pase Alto (P<0.05) 

Babesia b1gem1na 0.3149 1.3862 p ... 0.00000001 

Pase BaJO (P<0.05) 

Babesia bovis 6.159103 8.648563 P=0.00766 

(P<0.05) 
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