ESTABLECIMIENTO EN MEXICO DEL CULTIVO
in vitro DE Babesia bigemina *

INTRODUCCION

Los parasitos sanguineos pertenecien-
tes al género Babesia que afectan al
ganado bovino seleccionan como célu-
las hospedadoras a los eritrocitos en
apariencia maduros y originan cuadros
clinicos de anemia severa, {Smith,1980) .
La distribucién de estos parasitos es
mundial, aunque predomina en las
regiones tropicales y subtropicales
(McCosker,1981) .

Las especies de importancia econo-
mica en bovinos son B. bovis, B.
bigemina,B. divergens y B, major (FAQO,
1978, entre ellas destacan las dos
primeras por su gran distribucion
geografica y marcada patogenicidad
{McCosker, 1981). Se ha estudiado que
los eritrocitos proporcionan a Babesia
spp los. requerimientos metabdlicos
indispensables para su crecimiento y
reproduccion (Rickard, 1970 a, b;

* Parte de este trabajo corresponde a ias Tesis
de Licenciatura de los dos primeros autores.
x+ Proyecto Hemoprotozoarios, Centro Nacio-
.nal de Investigaciones en Microbiologia, Sector
Pecuario, INIFAP-SARH, Km. 15.5 Carr. México-
Toluca, C.P. 05110, México, D. F.

Téc. Pec. Méx. Vol. 25, No. 2 (1987).

MARIO MONROY BASILIO **
GUADALUPE ROMERO OCADIZ ** .
RAMON ABOYTES TORRES * *

JESUS ANTONIO ALVAREZ MARTINEZ **
GERMINAL JORGE CANTO ALARCON **
CARLOS AGUSTIN VEGA Y MURGUIA *k

Rudzinska, 1976; Erp y col., 1978;
Irving y Young, 1979; Momen, 1979 a,
b; Levy y Ristic, 1980; Azzar y col.,
1983; Conrad, 1983; Barry, 1984), asi
jogra una de las fases de su ciclo
biologico, ya que el ciclo completo
involucra a un hospedador invertebrado.
perteneciente al orden Ixodida (Smith,
1978; Friedhoff y Smith, 1981; Levine,
1982 . :

La fase eritrocitica del ciclo biologi-
co de las babesias ha permitido la
aplicacion de modelos de investigacion
en el laboratorio dirigidos al estudio de
sus propiedades biéticas, lo cual ha
estimulado el desarrolio de cultivos in
vitro- (Trager, 1978. Los ensayos
experimentales que dieron origen a
esta metodologia fueron iniciados por
Nuttall y Graham-Smith (1908), quie-
nes usaron a B. canis como sujeto de
estudio al suspender eritrocitos de
canidos infectados en soluciones sali-
nas y observar los cambios morfologi-
cos que demostré el parasito bajo
estas condiciones.

~ Las babesias de roedores (B. micro-
ti y B. rodhaini) han sido las principa-
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les especies utilizadas en un sinndme-
ro de modelos experimentales, entre
los que destacan las observaciones de
Bautista y Kreier (1979), acerca del
mantenimiento de B. microti durante
periodos cortos.

Jensen y Trager (1977) desarrollaron
un método para cultivar Plasmodium
falciparum en condiciones de velobio-
sis que permitié iniciar los ensayos con
B. bovis y establecer en México el
crecimiento continuo del parasito por
primera vez a nivel mundial (Erp y col.,
1978, 1980), este acontecimiento con-
tribuyé a que la técnica fuera perfeccio-
nada por Levy y Ristic (1980 al
“desarrollar el
Microaerofilico (SEMA),que afios mas
tarde fue estandarizado en México para
el cultivo de la misma especie (Figue-
roay col,1984; Figueroa,1984).

Simultaneo a los trabajos de Levy y
Ristic, Timms (1980} intentd el creci-
miento de B. bigemina, B. bovis y B.
rodhaini, con utilizacion de la técnica
descrita por Jensen y Tager (1977),
obtuvo resultados positivos pero en
periodos en extremo cortos,similares a
los observados por Nuttal y Graham-
Smith (1908 . Después aparecieron
comunicaciones relativas al cultivo de
B. equi (Schein y col.,
cial énfasis en el uso de linfocitos de

equino como células hospedadoras.

En 1982,Vayren y Toumi lograron el
“crecimiento de B. divergens con la
.modificacién del sistema disefado
para P. falciparum,fue hasta ese afo
-que se inicia el cultivo de babesias
grandes,al aplicar el sistema descrito
por Erp y col., (1978 al cuitivo de B.
canis (Molinar y col.,
actualidad se continua con el cultivo de
B. bigemina (Vegaycol.,1985 g .

OBJETIVO

"El objetivo del presente estudio fue
establecer la condiciones necesarias
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Sistema Estacionario -

1981) con espe-.

1982,y en la

para el crecimiento y multiplicacion de
Babesia bigemina en el Centro de
Investigaciones de Palo Alto, D.F.,
México, asi como la adaptacién de
algunos aislamientos de campo al
sistema de cultivoin vitro.

MATERIAL Y METODOS

Se disefiaron cinco experimentos por
duplicado, cada uno elaborado bajo los
patrones generales del SEMA.

Con base en {a metodologia estable-
cida por la estandarizacién del SEMA
para B. bovis (Levy y Ristic, 1980;
Figueroay col., 1984, Figueroa, 1984) y
B. bigemina (Vega y col., 1985 &), se
utilizd un bovino Holstem-Fnesnan de
tres afios, libre de anticuerpos contra
Anaplasma marginale, Babesia spp,
Brucella spp asi como el virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina, que se
asign6 como donador de células sanas
y suero fresco. Los eritrocitos del
donador fueron lavados tres veces en la
solucién de Vega y Martinez (SVyM)
pH: (6, 3-6, 5) a 1000 g/4°C durante 15
min y se diluyeron en la misma (1:1
vi/v} para formar los bancos de células
sanas, las que se almacenaron a 4°C
hasta su uso (Vegaycol., 1985 g .

El aislamiento de campo (“Texco-
co”} del parasitc fue obtenido de un
bovino Charolais x Hereford de alrede-

dor de 18 meses de edad, infectado en
forma natural. El diagnostico clinico se

comprobd mediante la observacion al
microscopio de trofozoitos maduros en
la que se obtuvo un porcentaje de
eritrocitos parasitados (PEP) de 3.0%
en frotis teflidos con Giemsaal 20%.

El material sanguineo infectado se
colecté en condiciones de esterilidad,
en tubos vacutainer heparinizados por
puncién de la vena yugular. El paquete
eritrocitico infectado se lavd en SVyM a
1000 g/4°C durante 15 min, con
eliminacion completa de la capa flogis-
tica.



Experimento |. Las siembras se
realizaron en placas para cultivo de 24

pozos (& 1.5 cm/pozo) con un volumen-

fijo de 1005ul (altura = 5 mm) y una
concentracion de eritrocitos del 10%
{dilucién 1:1 v/v eritrocitos sanos/pa-
rasitados) en medio de cultivo comple-
to (30% suero bovino) con la adicion de
TES 25 mM y NaHCQO3; 24 mM. Los
cultivos se mantuvieron en incubacion
a 37°C bajo una presion constante de 5
kg/cm® mediante ei suministro de una
mezcla de gases con baja tension de
oxigeno (5% COz, 2% Oz, 93% Nz)
en una microatmoésfera saturada de
humedad. L.os cambios de medio se
efectuaron cada 24 h con ehmmamon
de 800 Ml

. Los cultivos fueron expuestos a las
siguientes variakles: a) Efecto de dos
tipos de medio (M-199 y RPMI-1640) ; b)
Tres periodos de suministro de la
mezcla de gases (5% CO,, 2% O, 93%
Ng) que fueron de: 15, 30 y 60 min.

CUADRO 1
DISENO EXPERIMENTAL
- PERIODOS DE

TiPO DE MEDIO - | SUMINISTRO DE
GASES (minutos)

15

M-199 30

60

15

RPMI-1640 30

60

Las lecturas de PEP se realizaron
cada 24 h en microscopio 6ptico de
frotis tefiidos con Giemsa al 20%.

Experimento ll. Efectos de diferen-

tes sales tampon. Este experimento se. -
realizé con Ja utilizacién de botellas de

* Sigma Chemical Co. $t. Louils Mo.

cultivo de 25 cm?® y placas de cultivo de
24 pozos (pozos ¢ 1.5 cm) en cada una,

‘con cinco tratamientos: & testigo/sin

sal tampon; b) ACES* (N-/2-Acetami-
do/-2-aminoethanesuifonic acid; pKa:
6.88); c) BES* (N,N-bis/2-Hidroxyethyl
/2-aminoethanesulfonic acid; pKa:
?15) d) HEPES* (N-2- Hydroxyethyl
piperazine -N' -2-ethanesulfonic acid,
pKa: 7.55 y e TES*(N- tns!Hydroxy—

'methyl{-2-ammoethanesulfonic acid,

pKa:7.50), en concentraciones de 25

“mM. La técnice de cultivo se siguié con

base en las observaciones del Experi-
mento |, el uso de sales tampon fue
eliminado seis dias antes y se inicié
conun PEP = 0.1,
Experimento lil. En esta fase se efectud
la adicién de las siguientes concentra-
ciones de NaHCO; (0, 6, 12, 24 y 48
mM) ante una concentracién constante
de la mejor sal tampon del Experimento
il (25 mM). El pH basal fue de 6.8£0.01
y la rutina del experimento exigid la
medicion del pH del medio sustraido
cada 24 h, asi como la practica de
subcultivos cada 72 h en ambas fases.
El andlisis estadistico considerd un
disefio con bloques al azar.
Experimento IV: Se usaron tres tipos de

- inéeulos: 1) Inéculos frescos de aisla-

mientos de campo, 2} Indculos criopre-
servados de aislamientos de campo y
3 Indculos criopreservados de cepas
ya antes adaptadas al cultivoin vitro.
Los indculos frescos fueron lavados

tres veces en SVyM 1000 g/4°C durante
15 min y liberados de ia presencia de
glébulos blancos. Las células criopre-
servadas fueron descongeladas de
-178°C a 37°C en bafio Maria y lavados
en SVyM a 1000 g/4°C durante 10 min,
Este tipo de indculos fueron desconge-
lados a los 30, 60, 90, 120, 140 y 560.

. dias postcongelacion.

Los cultivos fueron mantenidos en
placas de cultivo de 24 pozos (pozos @

1.5 ¢cm) bajo condiciones de cultivo por
60 dias. Los aislamientos de campo
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empleados fueron: “Texcoco” (Edo. de
México), “Aldama” (Edo. de Tamauli-
pas), ‘“ixcuintla” (Edo. de Nayarit) y
“Zacazonapan” (Edo. de México); las
cepas adaptadas al cultivo que se
utilizaron fueron: cepa “llI-Seed”, cepa
“Puerto Rico” y cepa “St. Croix”.
Experimento V: Un grupo de cinco
animales Hereford-Charolais cuyo ran-
go de edad fue de 14-18 meses, libres
de anticuerpos contra Babesia spp vy
Anaplasma marginale fue dividido en
tres lotes: lote A testigo, con dos
animales (1y 2, lote B inoculadce, con
dos animales (3y 4) y lote C inocuiado
_por pase, un animal (5).

El lote A fue inoculado con 1 x 108
eritrocitos sanos por via IM mantenidos
en condiciones de cultivoin vitro el lote
B se inoculd con 1 x 10% eritrocitos
parasitados con la cepa “lll-Seed” de B,
bigemina por via IM. Los parametros
del experimento se registraron desde
10 dias antes de la inoculacién hasta 30
dias postinoculacion (Pl y fueron:

observacion clinica, temperatura, mi--
crohematocrito (vena auricula)) y PEP
cada 24 h,ademas de la cuantificacion
de anticuerpos contra el parasito cada
72x10h mediante la técnica de inmuno-
fluorescencia Indirecta (IFI).

Al bovino No. 5 correspondiente al
jote C,se le inoculd por via subcutanea
una mezcla de sangres de los animales
{3y 9 del lote B con 250 mi de volumen
total (dia 30 Pl). En forma simulitanea
50 ul del paquete eritrocitico de cada
uno de esos animales,se aprovecharon
como inéculo para cuitivos in vitro; el
SEP fue calculado cada 24 h a partir del
Primer subcultivo. Las observaciones.
del lote C fueron regidas por los
parametros antes citados, fue inocula-
do un altimo cultivo con eritrocitos la--
vados del animal No. 5 a los 30 dias P!
y se siguié la misma rutina de cultivo
otros 30 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento |. El PEP estimado en l0s

GRAFICA 1

COMPORTAMIENTO DEL CRECIMIENTO DEB. bigemina EN LOS MEDIOS
DE CULTIVO USADOS BAJO EL EFECTO DE VARIABLES SIMILARES

EN PLACAS DE CULTIVO DE 24 POZOS *
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GRAFICA 2

COMPORTAMIENTO DEL CRECIMIENTO DEB. bigemina A DIFERENTES
PERIODOS DE SUMINISTRO DE LA MEZCLA DE GASES (5% €02 2%
0Oy, 83% Nz) EN PLACAS DE CULTIVO DE 24 POZOS
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GRAFICA S
EFECTO DE DIFERENTES SALES TAMPON EN EL CRECIMIENTO DEBabesta bigemina

EN CONDICIONES DE CULTIVOinvitro EN BOTELLAS DE CULTIVO *
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diferentes bloques,fue el indicativo de
crecimiento, se observd que el trata-
‘miento bajo la accién de las variables:
Medio 199 + 60 min de suministro de
la mezcla de gases (5% CO,, 2% O,
93% Nj + X: 18 dias bajo condiciones
microambientales de laboratorio permi-
tieron conocer los factores &ptimos
queB. bigemina requiere para mulitipli-
carsein vitro. El X del PEP fuede 1.3 a
diferencia del calculado para el RPMI-
1640 que solo registré un PEP X =
0.015 bajo el efecto de las mismas
variables tal como se aprecia en la
Grafica 1.

Este comportamiento en un principio
fue observado por Vega y col.,(1985a),
ton algunas variaciones en la estabili-
zacion de células infectadas aungue las
diferencias con B. bovis son muy
evidentes bajo el mismo sistema, ya
que esta ultima puede registrar PEP

superiores al 30%, (Levy y Ristic, 1980;

Figueroay col., 1984;Figueroa,1984).
La Grafica 2 ilustra los requerimien-

tos de presion y periodos de suministro

‘de la mezcla de gases, existe una mar-

cada diferencia entre el periodo de 60
min -5kg/cm’ y los otros tratamientos,
ya que los cultivos sometidos al efecto
de los periodos de suministro de 15 y
30 min decrecieron a partir del segundo

subcultivo.

El comportamiento de B. bigemina
fue por completo distinto al observado
bajo las mismas condiciones de labora-
torio por B. bovis (Figueroa y col.,
1984; Figueroa, 1984), lo cual exige
considerar un amplio margen de dife-
rencias metabgélicas entre ambas espe-
cies, al ser sometidas a condiciones
microambientales similares.

Experimento Il. Las variables asigna-
das a este experimento fueron encami-

GRAFICA 4

EFECTO DE DIFERENTES SALES TAMPON EN EL CRECIMIENTO DE
Babesia bigemina EN CQND(CIONES DE CULTIVOinvitro EN

PLACAS DE CULTIVO DE 24 POZOS *

EN PLACAS
PER
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GRAFICA 5

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BICARBONATO DE SODIO ENEL
CRECIMIENTO DE Babesia bigemina EN CONDICIONES DE CULTIVOin vitro EN
BOTELLAS DE CULTIVO *

ENBOTELLAS
DE CULT Vo
PE.P

Oét 3"\456’\?890“\3
PEP= PORCENTAJE DE ERITROCITOS PARASITADOS sc. - 8e.
S$C= SUBCULTIVO
* EXPERIMENTO 111
‘ 'GRAFICA 6
EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BICARBONATO DE SODIO EN EL
CRECIMIENTO DE Babesia bigemina EN CONDICIONES DE CULTIVOin vitro EN
PLACAS DE CULTIVO DE 24 POZOS *

EN PLACAS
RER |

se. 1N

PEP = PORCENTAJE DE ERITROCITOS PARASITADOS
SC = SUBCULTIVO :
*EXPERIMENTO 1}
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GRAFICA7

ESTANDARIZACION DE LOS PERIODOS DE CRECIMIENTO DEB. bigemina in vitro
EN PLACAS DE CULTIVO DE 24 POZOS CON EL USODE
DIFERENTES INOCULOS *

@ INOCULD {A)

@ INOCULO {B)
INOCULO (C)

DQ

PEP = PORCENTAJE DE ERITROCITOS PARASITADOS.

*EXPERIM_EETO v

nadas a conocer el efecto del pH sobre
el crecimiento y multipiicaé¢ion de B.

bigemina al ser regulado con substan-

cias que observan diferentes pKa, con
_lo cual se defini6é al TES como la sal
ampon de elecciéon (X PEP= 2.1 y rango
de pH de 7.17-7.66). Las diferencias
entre los PEP logrados en los diversos
tipos de recipientes usados se aprecia
en las Graficas 3y 4.

El TES es un estabilizador de pH
optimo para el cultivo de B. biemina,
punto concordante con las observacio-
nes de Vega y col.,
existi6 diferencia estadistica significa-
tiva entre los tratamientos suministra-
dos (P>0.05).

Experimento Hl. El incremento en la
concentracion del bicarbonato de sodio
favorecié el desarroilo de mejores
parasitemias,comportamiento que pue-
de ser observado en las Graficas 5 y 6;
la adicidbn de NaHCO3 presupone la
funcién nutritiva que esta sustancia
pudiera proporcionar al parasito bajo
condiciones de laboratorio.
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(19858) aunque no"

Las concentraciones 24 mM y 48
mM de NaHCO; presentaron una X de
pH de 7.2720.01 y 7.65%0.01 en forma
respectiva. El estudio estadistico de-
mostré que no existio diferencia signi-
ficativa entre estos tratamientos (P>
0.05.

La diferencia entre el uso de placas
y botellas de cultivo fue evidente en
ambos experimentos, (X PEP = 2.4
botellasvs X PEP= 1.9 piacas) con lo
cual se aduce que la microatmésfera
formada en el interior de las botellas de

cultivo favorece el desarrollo de mejo-
res porcentajes de eritrocitos parasita-
dos.

Experimento V. La cuantificacion de
los periodos de incubacion de las
diferentes cepas empleadas asigné una
X de 18 dias de indculo tipo “A”, pues
aunque las lecturas fueron positivas a
partir del cuarto dia de la inoculacion
del cultivo, los PEP decrecieron en
forma gradual y severa hasta que entre
los dias 16 a 20 se observé la presencia
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de formas anulares; los cultivos -del
inéculo tipo “B” registraron un X de 40
dias, lo que sugiere la presentacion del
fendmeno de clonacion, cuya velocidad
de crecimiento es lenta de acuerdo a
las clasificaciones de los tipos de
clonas que se han descrito para B.
bovis (Rodriguez y col., 1983 y paraB.
bigemina (Vega y coI 1985h). Los
inéculos tipo “C” cubneron unaX de 15
dias, lo que corrobora la capacidad de
adaptacion a las condiciones de labora-
torio inducida con anterioridad.

La Grafica 7 describe el comporta-
miento del desarrollo de los diferentes
tipos de in6culos.

Los indculos criopreservados "en
polivinil pirrolidona (PVP) 20% en

SVyM fueron viables a los 30,60,90,120,

240 y 560 dias postcongelacion, esto
apoya las recomendaciones que algu-
nos investigadores han hecho sobre las
propiedades criopreservativas det PVP,
{Palmer y col.,1982; Vegay col.,1985b).

Experimento V. El lote “B” mostrd

fiebre los dias 17 a 19 PI (40.6), en-

ningn caso hubo anorexia. E| PEP fue
positivo desde el dia 4 al 14 (X=0.15),
los demas indicadores cayeron dentro
de los rangos normales y no difirieron

del lote “A”. El lote “C”
alteraciones.

-.La prueba IFI detecto antlcuerpos
contra Babesia bigemina en los anima-
fes de los lotes “B” y “C” con titulos
hasta 1:5,130. Los cultivos inoculados
con eritrocitos parasitados extraidos
de los animales de los lotes “B”y “C”
registraron un PEP (X = 0.04) hasta el
dia 22 postsiembra, esto sugiere la
presentacion de un cuadro asintomati-
coenel lote “C”.

Estas observaciones pronostican el
uso del cultivo in vitro para el
aislamiento de cepas puras apatdogenas
o de baja patogenicidad, asi como para
la atenuacién de cepas de marcada
virulencia procedentes de areas endé-

no sufrid

-un paliativo en

micas, que pueden considerarse como
los programas de
control de la enfermedad en las areas
de riesgo.

La técnica de cultivo in vitro de B.
bigemina contempla multiples aplica-
ciones, sobre todo dentro del area
inmunologica pues constituye una nue-
va estrategia para el control de la
babesiasis a nivel mundial al producir-
se antigeno de mayor calidad para la
elaboracién de inmundgenos y reacti-
vos diagnésticos.
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