
PATOGENIA DE UNA ClONA IRRADIADA DE Babesia bovisOBTENIDA DE 
. CUlTIVO in vitro a 

RESUMEN 

Estudio reallzado para observar los cambios en 
la hematologla y respuesta Inmunol6gica en 
boYinos inoculados en forma experimental con 
una clona Irradlada de B. bowls cultivadaln vitro. 
Se utllizaron 11 bovinos de 18 meses de edad, 
negativos a Babesia spp. EI prlmoin6culo se 
aplic6 por dlferente via a cada grupo de dos 
ani males , endovenosa (EV), .Intramuscular (1M) y 
subcut~nea (SQ con 1x10' erltrocltos infecta
dos y 1x10' eritrocitos normales por via 1M a 
dos animales testigo. Se midieron las variables: 
temperatura corporal, concentraci6n de eritrocl
tos, leucocitos, plaquetas y hemoglobina; 
hematocrlto, titulo de anticuerpos y parasite
mia. La fiebre y la hematologia dependieron de. 
la via de inoculacl6n utilizada. EI grupo EV 
present6 camblos de temperatura m~ dwti
cos. En las variables hematicas, los cambios no 
tuvleron signlficancla estadlstlca aunque resul
taron ~marcados en el EV. La parasitemia por 
frotis sanguineo fue negativa hasta el dla 42. Se 
reallz6 un pase experimental a animales y al 
cultlvo In vitro en ambos casos se demostro la 
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octubrede 1987. 

b Proyecto Hemoprotozoarios, CIMEVET, INI
FAP-8ARH. Km. 15.5 carr. Mexico-Toluca, 
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vlabilidad del protozoarlo. La clona de B. 
bowls utlllzada produce alteraclones hematicas 
leves que no arriesgan la sobrevivencia del 
animal. La via 1M fue mejor, por fa respuesta de 
anticuerpos y alteraclones poco slgnlficativas en 
la temperatura y hematologia. Se desconoce la 
capacidad protectora de los antlcuerpos detec~ 
tados. 

INTRODUCCION 

En las infecciones can B. boYis, los 
bovinos afectados pueden presentar 
cuadros clinicos severos, de los que 
algunos anlmales sobreviven y otros 
mueren con signos de encefalopatia 8. 
los trastornos hematologicos se cree 
son deb;dos a la accion de una 
proteasa liberada por los hemoparasi
toss. 

En un estudi016 al trabajar con B. 
boYis atenuada par irradiacion, se 
observo que los animales inoculados 
no mostraban cambios fisiologicos 
marcados. 

En 1983 se establecio un metodo 
para la clonacion del parasito de donde 
se obtienen progenies de identica 
genotipia, ademas se sugirio su utiliza-
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cion para derivar poblaciones puras 
que pudieranutilizarse como cepas 
premunizantes 14 • ' 

EI presente estudio se realizQ con el 
fin de obserVar los cambioshematicos 
y de respuesta inmunol6gica en ios 
bovinos, cuando estos son inoculados 
con una clona irradiada de B. bovls 
cultivadaln vitro . 

MATERIAL Y METODOS 

EI presente frabald se r~alizoetl el 
Centro de Investigaciones en Medicina 
Veterinaria (CIMEVET), I NIFAP-SARH , 
localizado en el Km.. 15.5 de la carretera 
Mexico-Toluca, Mexico, D.F., al.os 
19° ,29' y 40" de laHtud Norte ya los 
99°, 15' Y 69" de latitud'~ste, a una 
altura de 2590 msnm, conuna precipi

3tacion pluvial media anual de 950 mm 
y temperatura promedio anual de 16°C 
3 

Se utilizaron 11 ani males bovinos no 
esplenectomizados; ocho de ellos fue
ron para el primoinoculo, dos para el 
primer pase y uno para el segun
do. Estuvieron en confinamiento to
tal, con agua y aUmento alibreacce
so. Todos los animales ten ian una 
edad de18 meses, al examen clinico 
sanos y resultaron negativos por la 
prueba de inmunofluorescencia indi
recta a anticuerpos en contra de 
Babesia spp asi como negativos a la 
prueba de Fijacion de complemento en 
contra deAnaplasma marginale 9,16 • 

EI material biologico para el primoi
noculo se obtuvo a partir del cultivo in 
vitro 4 de Babesia bovis, en el labora
torio 'del proyecto de Hemoprotozoa
rios del CIMEVET-INIFAP-SARH. Se 
utilizo una clona irradiada a 5 Kilorads 

'y con una fuente da 60eo a
• 

En el caso del' prir:ner .y segundo 
pase, el material biologico fue obteni
do de los animales inoculados en el 
primoinoculo y en el primer pase en 
forma respectiva. 

a Oonada por el Dr, Sergio Rodriguez de la 
Universidad de Missouri, Columbia, 

Primoinoculo: Los aoimales se inte
graron 'alazar en cuatro grupos de dos 
animal~s cada uno y'se inoculai'on de 
la manera siguiente: Grupo EV: 1x1 O' 
parasitos de B. bovls por via endoveno
sa. Grupo 1M: 1x10' parasitos de B. 
bovls por via,intramuscul~:lr. Grupo SC: 
h:10' parasitos de B. bOvls por via 
subcutanea. Grupo T testigo: 1x1 O' 
eritrocitos normales debovino mante
nidos en cultivO e inoculados por via 
intramUscular. ' 

En los animales diario se midieron 
·Ios·siguientes parametros: Temperatu
ra corperal media, por via rectal; 
porcentaje de hematocritu de muestras 
de sangre OOtenidas de oreja y colapor 
elmetodo de microhematocrito 6, 19 ; 

parasitemia, determinada a partir de 
frotis de'sangre obtenida del pabeUon 
de la or.eja y de la punta de la cola, se 
utilizo latincion de Giemsa, observada 
al microscopio con objetivo de 100 X Y 
:expresada en pbrcentaje de eritrocitos 
parasitados 11 • 

Por puncion de la 'vena yugular se 
extrajo sangre en un tubo que contenia 
ayJdo etilendiamino tetracetico (EDTA) 
como anlicoagulante, y una muestraen 
un tubo para obtener suero. La muestra 
de sangre con EDTA para la biometria 
hematica y de suero para la determina
cion de titulos de anticuerpos y 
concentracion de proteinas totales, se 
tomaron losdias: -10, -7, :-4, el diade la 
inoculacion y los dias 3, 7, 10, 14, 17, 
21, 24, 28, 31 postprimoinoculo (hasta 
aqui se termino de hacer la hematolo
gia) y se continuo los dias 34, 38 y 42 
para la determinacion de titulos de 
anticuerpos, 

En la biometria hematica se midio: 
EI conteo de eritrocitos y leucocitos 
por el metodo de hemocitometr0 6,10 • 

La concentracion de hemoglobina por 
el metodo de la cianometahemoglobina 
1" EI conteo de trombocitos por el 
metodo con oxal ato de amon io 6, 1 0 , 

Del suero se determino el titulo de 
anticuerpos por el metodo de inmuno
fluorescencia indirecta (IFO 13, 
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De los animales Inoculados se tome 
sangre y se hizo un primer pase a 
cultivoln vitro en el dia 46 postprimoi
noculo. Pases: 

a) Primer pase in vitro: en el dia 32, 
de los animales delprimoinoculo, se 
obtuvo sangre (250 ml decada uno) y 
se inocularon dos ani males con 750 ml 
porviaSC. 

b) Segundo pase In vivo: En et' dia 
29, de los animales del primer pase, se 
obtuvo sangre y se inoculo un animal 
con 750 ml por via SC. 

En los ani males empleados para el 
primero y segundo pase in vivo se les 
midieron diario los siguientes parame
tros: temperatura por via rectal; hema
tocrito de muestras de sangre obteni
das del pabellon de la oreja y de la 
punta de la cola,y la parasitemia. 

el primer y segundo pases In 
vivo realizados a los animales experi
mentales libres de babesiosis sOlo se 
tomaron muestras de sangre para 

obtener suero para la determinacion de 
titulos de anti cuerpos por el metodo de 
IFI, los dias fueron, para el primer pase 
in vivo: 3, 7, 10, 17, 21, 24, 28, 31, 35, 
38, 42 Y 45 despues del primer pase; 
para el segundo pase in vivo los dias 
fueron: 2, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 30, 
35,38 Y 41. 

EI pase a cultivoln vitro de la sangre 
de los ani males del primer pase se 
realizo en el dia 58 posterior a este. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Los promedios de la temperatura rectal 
de los animates primoinoculados. (Gra
fica 1), fueron diferentes, segun la via 
de inoculacion utilizada. EI primer 
grupoen presentar fiebre fue el EV que 
tuvo un valor maximo en el dia 7 de 
4O.8°C, despues en et dia 11 el 1M con 
4O.6°C y el SC con un valor maximo de 
40°C; enel grupo T no existieron 
cambios significatlvos. Rogers 15 ina
cuto por via EV una cepa atenuada por 

GRAFICA 1 

VALORES PROMEDIO DE LA TEMPERATURA 
EN EL PRI MOINOCULO DE B. bovis 
ENDOVENOSO INTRAMUSCULAR 
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pases en animales y senalaun valor 
maximo de temPeratura en el dia 5 
postinoculacioncon 41.4°C;Rodriguez14 

al utilizar las vias de inoculaci6n EV y 
SC enel in6culo de una clona primaria 
de B. bovls inform6 que I,a ruta EV fue 
la primera en mostrar alteraciones con 
un valor maximo de temperatura de 
4O.5°C en el dia 6 y despues la SC con 
41°C en el dia 8 postinoculaci6n. Estos 
resultados concuerdan con el presente 
estudio con respecto a que segun la via 
de inoculaci6n es el tiempo que tarda la 
presentaci6n de lasemiologia, aunque 
en ambos casos la via EV result6 sar la 
primera en presentar alteraciones. 

La concentraci6n media de eritroci
tos en los animales durante el primoi
n6culo, muestra cam bios fluctuantes 

sobre todo en el grupo EVe 1M, de los 
que se observ6 un rapido restableci
miento. En el grupo EV existi6 !,Ina 
minima concentraci6n el dia 7 con 6.2 
millones I mm 3, para el 1M y SC los 
valores mlnimosfueron de 6.6 y7.4 
miliones/mm" en et dia 10 en ambos 
casoS. EI analisis estadistico (Cuadro 
1) muestra diferencia significativa entre 
el grupo I M con respecto a los demas. 
La disminuci6n de los eritrocitos quiza 
se debs a su destrucci6n provocada por 
el protozoario, esto ha sido notificado 
por distintos autores: Wright 17 senal6 
unadisminuci6n de 2 millones/mm3 en 
el dia 14 postinoculaci6n, Monroy12 al 
utilizar larvas de garrapata infectadas 
con B. bovls informa de un descenso 
notable en el dia 16 postinfecci6n con 

. Cuadro 1. Comparaci6n multiple de medias entre los distintos 
grupos y para las variables hematicas medidas. 

T EV 1M SC 


Eritrocitos * 6.927 a 6.915 a 6,968 b 6.917 a 
leucocitos * 4.10 a 3.93 b 3.91 b 4.04 a 
Plaquetas * 5.746 a 5.674 a 5.653 a 5.729 a 
Hemoglobina * 11.84 a 10.28 b 11.98 a 11.67 a 
Hematocrito **: 
Oreja 37.32 a 34.9 c 38.42 a 37.46 a 
Cola 36.48 a 33.38 b 36.68 a 35.67 a 
Yugular 37.15 ab 35.86 a 37.84 b 36.94 ab 
VCM (u) 46.33 a 40.95 a 44.39 a 45.47 a 
HCM (uug) 14.84 a 12.15 b 13.0 ab 14.22 ab 
CHCM (%) 32.62 a 30.47 a 30.96 a 32.31 a 

Diferente literal en la misma linea indica 
diferencia significativa (p< 0.05) 

* Valores que presentan la transformaci6n a logaritmo. 
** Valores que presentan la transformaci6n a arcoseno. 

VCM= Volumen Corpuscular Medio; HCM= Hemoglobina Corpuscular 
Media y CHCM= Concentraci6n de Hemoglobina Corpuscular Media. 
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tro diferencias entre el grupo EV con 
respecto a los demas grupos. Los 
cambios ocurridos en la concentracion 
promedio de hemoglobina resultan ser 
ligeros si se les com para con los 
obtenidos por Rogers 15 quien notifico 
una baja en la cantidad de hemoglobina 
a partir del dia 7 y alcanzo un valor 
minimo de 4.1 g/dl en el dia 8 
postinoculacion, 0 Wright 17 quien al 
trabajar con B. bovis irradiada en 
ganado esplenectomizado observo una 
disminucion en la cantidad de hemo
globinaa partir del dia 10 hasta lIegar a 
valores menores de 5 9 1dl en el dia 14 
postinoculacion; 0 bien Monroy 12 
menciona un decremento marcado a 
partir del dia 12 con valores de 5.5 g/dl 
en el dia 16 postinfeccion. 

Concentracion media de leueocitos: 
los grupos EV elM presentaron a 10 
largo del estudio valores menores en 
comparacion con los grupos SC y T; 
los grupos EV, 1M Y SC mostraron sus 
menores valores de 5000, 7200 Y 
75OO/mm3 en el dia 7 despues del 
primer inoculo con una rapida recupe
racion. EI anal isis estadistico indica 
diferencia significativa entre los grupos 
EVe 1M con respecto al SC y T (Cuadro 
1). Se encontraron diversos datos con 
respecto a las alteraciones que provoca 
la babesiosis en la cantidad de leucoci
tos, Wright 17 notifico una leucocitosis 
de 24000/mm.J, en cambio Monroy12 y 
Larios, Smith y Monroy 7 r informan de 
una leucopenia de 5000 y 2900/mm~, en 
forma respect iva; en el presente trabajo 
aun cuando existio cierta disminucion 
en los valores (mas aparente en los 
grupos EVe 1M), no sobrepasolos 
valores normales. 

En el comportamiento de los trom
bocitos, 10sgruposEVeiMson los que 
mostraron mayores alteraciones, que 
se presentaron primero en el EV y 
despues en el 1M; los menores valores 
para el EV fueron de 90 000/mm3 enel 
dia 7 y para el I M de 1400001 mm 

3 
en el 

dia 10; el SC presento su menor valor 
en el dia 17 con 340 OOO/mmJ. Con el 
analisis estadistico (Cuadro 1) no se 

encontro diferencia significativa entre 
los grupos; sin embargo, es importante 
resaltar que el grupo EV presento una 
caidaen sus valores fuera del rango 
normal aun cuando su recuperacion fue . 
rapida y en forma ascendente. Dag I iesh 
y col.2 ,Monroy 12 y Larios, Smith y 
Monroy 7, describen una trombocitope
nia en bovin~s infectados con B. bovis, 
fenomeno que al parecer ocurrio solo 
en el grupo EV del presente estudio. 

En los porcentajes de hematocrito 
obtenidos (Gri:tfica 2) , para el primoino
culo los val ores minimos correspondie
ron al grupo EV con un valor menor de 
25% en el hematocrito de oreja y COla, 
ya que para el hematocrito de yugular 
el menor valor 10 tuvo el SC con 25%. 
En la comparacion de medias para los 
hematocritos (Cuadro 1) los resultados 
fueron: en el hematocrito de oreja 
existio diferencia entre el grupo EVe 
1M, para el hematocrito de cola el EV 
fue diferente de los demas grupos y por 
ultimo en el hematocrito de yugular el 
EV difirio del SC, 1M YT, asi como este 
ultimo del SC. Los datos obtenidos no 
coinciden con los de Rogers 15 quien 
menciona valores minimos obtenidos 
de 13% de hematocritoen el dia 10 
postinoculacion, ni con Monroy12 que 
en el dia1 0 postinoculo obtiene un 
hematocrito de 19%, igual que Rodri
guez14 solo que este en el dia 13. De tal 
forma los cambios ocurridos resultan 
no ser significativos al ser comparados 
con otros estudios, debido quiza a las 
caracteristicas intrinsecas de la clona 
irradiada. 
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GRAFICA 3 

VALORES DE TEMPERATURA Y PORCENTAJE 
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En cuanto a los cambios ocurridos 
en la temperatura para los dos pases 
(Grafica 3), se observa en el primer 
caso un valor maximo de 41 .2°C en el 
dia 12 posterior al primer pase y para el 
segundo pase un temperatura maxima 
de 39.7°C en el dia 13 posterior al 
segundopase. RodriguezJ4 realizo un 
pase a animales con la obtencion de 
sangre de ani males antes inoculados 
con una clona primaria de B. bovis, 
mezclo las sang res obtenidas y dividio 
el volumen total para inocular una parte 
por via EV y la restante por via SC con 
10 que obtuvo dos tipos de respuesta, 
una temprana con un valor maxi mo de 
41°C en el dia 4, y otra de 40°C en el 
dia 11 despuesdel pase. EI resultado 
de los pases no siempre es la 
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atenuacion del parasito, sino que es 
posible aumentar su virulencia, esta 
variante se muestra tanto en el pase 
efectuado por Rodriguez 14 como en el 
presente estudio, en donde la cepa en 
apariencia aumento su grado de pato
genicidad al ser transmitida la primera 
vez. Sin embargo, dicha exacerbacion 
no se observo en el segundo pase. 

Los coeficientes de correlacion en el 
primoinoculo se obtuvieron para deter
minar si existia diferencia entre cuanti
ficar el hematocrito obtenido de mues
tras de oreja, cola y yugular; en los 
resultados (Cuadra ~ se observa que 
estos fueron significativos, 10 cual 
senala una estrecha correlacion entre 
losmismos.. 
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Cuadro 1. 

Eritrocitos * 

Leucocitos * 

Plaquetas * 
Hemoglobina * 
Hematocrito *~ 

Oreja 

Cola 

Vugular 

VCM (u) 

HCM (uug) 

CHCt4 (%) 

[Ii i 
di 1 

* Va lores ql 

** Val ores ql 

VC~1= Vo lUmen Cc 

Media y CHCM= ( 
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GRA'fICA 4 


TITULOS DE ANTICUERPOS EN EL PRIMOll\OCUlO 
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En les indices de Wintrebe: EI 
. velumen cerpuscular medie y la cen
centracion d~ hemeglebins cerpuscu
lar media no. mestraron diferencias 
significativas (P>O.05) entre les grupos, 
sin embargo., en hemeglebina cerpus
cular media existe diferencia (p<.05) 
entre el grupe EV y el T, Ie que resulta 
indicative de una pesible anemia 
nermecitica hipecromica para el grupe 
EV (Cuadre 1) . 

Se estimo la parasitemia causada 
per el primein6cule, que fue negativa 
en les 42 dias del estudie, per Ie que se 
determino hacer un primer y segundo. 
pase tanto. a animales experimentales 
susceptibles, asi ceme intentar el 
aislamientb del protezearie en el 
cultive In vitro y de esta manera 
demestrar la presencia y viabilidad del 
parasite. Les animales utilizades en el 
primer pase cemenzaren a presentar 
parasitemia en el enceave dia cen un 
0.21 %; en el segundo. pase, en el 
animal utilizade no. se encentro parasi
temia durante les 39 dias del segui
miente. 

En el primer pase heche al cultive In 
vitro les parasites aparecieren 10 dias 
pesteriere$ al primer pase y se mantu
vieren en cultive durante 15 dias den de 
se ebtuve una parasitemia mener al 
1 %. Para el segundo. pase al cultive in 
vitro, les parasites aparecieren ales 15 
dias despues del pase, se mantuvieron 
en cultive durante 15 dias y alcanzaron 
una parasitemia del 2.8%. 

Del percentaje de hematecrite para 
el primer y segundo. pase (Grafica 3), 
en el primer pase existe un descanso. 
rapide a partir del dia 6 hasta alcanzar 
su valer minime en el dia 14 cen un 
15% de hematecrite para despues 
restablecerse en ferma rapida. En el 
case del segundo. pase no. hay altera
cienes significativas dentro del cem
pertamiente del percentaje de hemate
crite durante tede el seguimiente.· 
Nuestres resultades del primer pase no. 
concuerdan cen les de Redriguez14 que. 
al efectuar la ineculacion de B. bovls y 
un pase censecutive, ebtuve en el case 

del pase un hematecrite mlnlme de 
19% en el dia 19 despues del pase, aun 
cuande fue un pece mas tardia esta 
respuesta cemparada cen la muestra, 
es impertante senalar que en ambes 
cases en apariencia se vio aumentade 
el grade de pategenicidad de Babesia 
al ser transmit ida en ferma experimen
tal. 

Con respecte a la cencentracion de 
anticuerpes, al presentar les dates para 
el primeinocule se dividieren les 
resultades en des graticas (Grafica 4) , 
la gratica superier muestra ales 
animales que tuvieron les titules mas 
altes y la inferier a les de les mas 
bajes, asi el grupe IM en ambes cases 
presento altes y duraderos titules de 
anticuerpes, cen un inicie de la 
respuesta en el dia 17 pestprimeinocu
Ie. En el primer pase la respuesta de 
anticuerpes se presento rapidQ, ce
menzo el dia 3 pesterier al pri mer pase 
y alcanzo su valer maximo. el dia 17 
para mantenerse estable durante les 
dias restantes. En el segundo. pase la 
respuesta resulto tardia (dia 20) sus 
maximes titules les tuve el dia 27 para 
descencer en ferma constante. Se 
senala que la presencia de anticuerpes 
no. siempre es indicativa de pretec
cion1 este cencepte resulta impertan
te debide a que en el presente estudie 
no. se realizaren desafies cen cepas de 
elevade grade de pategenicidad, per Ie 
que se destenece la capacidad pretec
tera de les anticuerpes detectades. 

SUMMARY 

An irradiated clone of B. bovis developed and 
grown in vitro was inoculated experimentally to 
eleven 18-months old calves, in order to assess 
the produced haematologic changes and antibo
dy response. Animals used with the first 
inoculum were randomly divided in four groups 
of two calves, and inoculated endovenously 
(E\/), intramuscularly (1M) and subcutaneously
(sq with 1 x1 0& infected red blood cells. A 
control group received 1x10 8 non-infected 
erythrocytes 1M. Blood samples were taken 
daily; temperature, packed cell volume, red 
blood cell count, total leucocyte count, platelets, 
hemoglobin, IFA test antibody titer and parasi

cion para derive 
que pudieran ul 
premunizantes 14. 

EI presente es 
fin de ebservar Ie 
y de respuesta 
bevines, cuande 
cen una clena i 
cultivadain vitro. 
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temia were determined. Fever and haematologic 
changes appeared earlier depending on the 
inoculation route. EV group showed the most 
severe changes, although haematologic parame
ters were poorly significant. Giemsa stained 
blood smears yielded a negative parasitemia 
during this 42 day experiment. On the 32"" day, a 
pass to other healthy calves andJo the in vitro 
culture was done. It demostrated viable BabeSia 
parasites. Babesia bovls irradiated clone develo
pedlnvltro caused slight haema~ologic changes 
with no risk for animals survival. Because the 1M 
group yielded a good Ab response without 
significant rectal temperature and haematologic 
alterations, It might be an optimal immunization 
route. It is not known whather the observed 
antibody response cf calves is protective or not. 
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