PATOGENIA DE UNA CLONA IRRADIADA DE Babesia bovisOBTENIDA DE
CULTIVO invitro 2

RESUMEN

Estudio realizado para observar los cambios en
la hematologia y respuesta inmunoldgica en
bovinos inoculados en forma experimental con
una clona irradiada de B. bovis cultivadain vitro.
Se utllizaron 11 bovinos de 18 meses de edad,
negativos a Babesla spp. E! primoinboulo se
aplicé por diferente via a cada grupo de dos
animales, endovenosa (EV), intramuscular(lM) y
subcuténea (SO con 1x108 eritrocitos infecta-
dos y 1x10% eritrocitos normales por via IM a
dos animales testigo. Se midieron las variables:
temperatura corporal, concentracién de eritroci-
tos, leucocitos, plaguetas y hemoglobina;
hematocrito, titulo de anticuerpos y parasite-
mia. La fiebre y la hematologia dependieron de-
la via de inoculacién utilizada. El grupo EV
presentd cambios de temperatura méas drasti-
cos. En las varlables hematicas, los cambios no
tuvieron significancia estadistica aunque resul-
taron més marcados en el EV. La parasitemia por
" frotis sanguineo fue negativa hasta el dia 42. Se
reallz6 un pase experimental a animales y al
cultivo In vitro en ambos casos se demostro 1a

a Recibido para su publicacién el 22 de
octubre de 1987,

b Proyecto Hemoprotozoarios, CIMEVET, INI-
FAP-SARH. Km. 155 Carr. México-Toluca,
Apdo. Postal 41-652, México, D.F., C.P. 05110.

¢ Dept. Veterinary Microbiology, University of
Missouri, Columbia, USA.

Téc. Pec. Méx. Vol. 26, No. 1 (1988)
36

ENRIQUE SALAS TELLEZ P

JUAN GARCIA GARCIA P

JUAN ALBERTO RAMOS ARAGONP
EDUARDO RODRIGUEZ DEL ROSAL?
RAMON ABOYTES TORRES D

GERALD MATEW BUENING ©

CARLOS AGUSTIN VEGA Y MURGUIA b

viabilidad del protozoaric. La clona de B.
bovis utilizada produce alteraciones hematicas
leves que no arriesgan la sobrevivencia del
animal. La via IM fue mejor, por la respuesta de
anticuerpos y alteraciones poco significativas en
la temperatura y hematologia. Se desconoce la
capacidad protectora de los anticuerpos detec:
tados.

INTRODUCCION

En las infecciones con B. bovis, los
bovinos afectados pueden presentar
cuadros clinicos severos, de los que
algunos animales sobreviven y otros,
mueren con signos de encefalopatla .
Los trastornos hematoldgicos se cree
son debjdos a la acciébn de una
proteasa liberada por los hemoparasi-
toss.

En un estudio’8 al trabajar con B.
bovis atenuada por irradiacion, se
observd que los animales inoculados
no mostraban cambios fisioldgicos
marcados.

En 1983 se establecid un método
para la clonacion del parasito de donde
se obtienen progenies de idéntica
genotipia, ademas se sugirio su utiliza-



cién para derivar poblaciones puras
gue pudieran utilizarse como cepas
premunizantes 4.

El presente estudio se realizé con el
fin de observar los cambios: hematicos
y de respuesta inmunolégica en los
bovinos, cuando éstos son inoculados
con una clona irradiada de B. bovis
cultivadain vitro .

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd.en el
Centro de Investigaciones en Medicina
Veterinaria (CIMEVET), INIFAP-SARH,
localizado en el Km. 15.5de la carretera
Mexuoo-Tquca México, D.F., los

19°,29' y 40” de latitud Norte y’ a los
99°, 15' y 69” de latitud Qeste, a una
altura de 2590 msnm, con una precnpl-
tacion pluvial media anual de 950 mm®
y temperatura promedio anual de16°C

, Se utll lzaron 11 animales bovinos no
esplenectomizados; ocho de ellos fue-
ron para el primoinéculo, dos para el
primer pase y uno para el segun-
do. Estuvieron en confinamiento to-
tal, con agua y alimento a libre acce-
so. Todos los animales tenian una
edad de 18 meses, al examen clinico
sanos y resultaron negativos por la
prueba de inmunofiuorescencia indi-
recta a anticuerpos en contra de
Babesia spp asti como negativos a la
prueba de Fijacién de complemento en
contra de Anaplasma marginale ® ¢ .

El material biologico para el pnmon-
noculo se obtuvo a partir del cultivo in
vitro4 de Babesia bovis, en el labora-
torio del proyecto de Hemoprotozoa-
rios del CIMEVET-INIFAP-SARH. Se
utilizé una clona irradiada a 5 Kilorads
-y con unafuente dg 60Co?. ,

En el caso del primer y segundo
pase, el material biolégico fue obteni-
do de los animales inoculados en el
primoindculo y en el pnmer pase en
forma respectiva. ;

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

Primoindculo: Los animales se inte-
graron ‘al azar en cuatro grupos de dos
animales cada uno y-se inocularon de
la manera siguiente; Grupo EV: 1x10®
parasitos de B. bovis por via endoveno-
sa. Grupo IM: 1x10% parasitos de B.
bovis por via intramuscular. Grupo SC:
1x10% parasitos de B. bovis por wa
subcutanea. Grupo T testigo: 1x10®
eritrocitos normales de bovino mante-
nidos en cultivo e inoculados por via
intramuscular. :

En los ammales diario. se mldceron

los siguientes parametros: Temperatu-
.ra corporal

media. por- via rectal;
porcentaje de hematocrito de muestras
de sangre obtenidas de oreja y cola por
el ‘método de microhematocrito %10 3
parasitemia, determinada a- partir de
frotis de" sangre obtenida del pabellon
-de la oreja y de la punta de la cola, se
utilizé la-tincion de Giemsa, observada
al microscopio con objetivo de 100 X y
expresada en porcentaje de eritrocitos
parasitados''.

‘Por puncion de la 'vena yugular se
extrajo sangre en.un tubo que contenia
acido etilendiamino tetracético (EDTA)
como anticoagulante, y una muestra en
un tubo para obtener suero. La muestra
de sangre con EDTA para la biometria
hematica y de suero para la determina-
cién de titulos de anticuerpos y
concentracion de proteinas totales, se
tomaron los dias: -10, -7, -4, el diade la
inoculacién y los dias 3, 7, 10, 14, 17,

21, 24, 28, 31 postprimoindculo (hasta

aqui se termin6 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 midié:
El conteo de eritrocitos y leucocitos
por el método de hemocitometro® 10
La concentracién de hemoglobina por
el método de la cianometahemoglobina

1. El conteo de trombocitos por el

método con oxalato de amonio 610

Del suero se determind el tltulo de
anticuerpos por el método de inmuno-
fluorescencia indirecta (IFD) 3.
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De los animales inoculados se tomé
sangre 'y se hizo un primer pase a
cultivoin vitro en el dia 46 postprimoi-
néculo. Pases:”

a) Primer pasein vitro: en el dia 32,

de los animales del primoindculo, se
obtuvo sangre (250 ml de cada uno) y
se inocularon dos animales con 750 ml
por via SC.
"~ b) Segundo pase in vivo: En el dia
29, de los animales del primer pase, sé
obtuvo sangre y se inoculd un animal
con 750 mi porvia SC.

En los animales 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 pabelldn de la oreja y de la
punta de la colay la parasitemia.

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

obtener suero para la determinacion de
titulos de anticuerpos por el método de
IF1, los dias fueron, para el primer pase
invivo: 3,7, 10, 17, 21, 24, 28,’ 31, 35,

38, 42 y 45 después del prumer pase;

para el segundo pase in vivo los dias
fueron: 2, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 30,

35; 38y 41.

El pase a cultivoin vitro de la sangre
de los animales del primer pase se
realizé en el dia 58 posterior a éste.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los promedios de la temperatura rectal
de los animales primoinoculados (Gra-
fica 1), fueron diferentes, segln la via
de inoculacion utilizada. El primer
grupo en presentar fiebre fue el EV que
tuvo un valor maximo en el dia 7 de
40.8°C, después en el dia 11 el IM con
40.6°C y el SC con un valor maximo de
40°C; en el grupo T no existieron
cambios significativos. Rogers'® ino-
culd por via EV una cepa atenuada por
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pases en ammales y seflala un valor
maximo de temperatura en el dia 5
postinoculacioncon 41.4°C;Rodriguez'
al utilizar las vias de moculaclon EVy

SC en el indculo de una clona primaria

deB. bovis informé6 que la ruta EV fue
la primera en mostrar alteraciones con
un valor maximo de temperatura’ de
40.5°C en el dia 6 y después la SC con
“41°C en el dia 8 postinoculacion. Estos
resultados concuerdan con el presente
estudio con respecto a que segln la via
de inoculacion es el tiempo que tarda la
presentacion de la semiologia, aunque
en ambos casos la via EV resulto6 ser la
primera en presentar alteraciones.

La concentracion media de eritroci-
tos en los animales durante el primoi-
néculo, muestra cambios fluctuantes

“Cuadro 1. Comparacién milti

sobre todo en el grupo EV e IM, de los
que se observé un rapido restableci-
miento. En el grupo EV existid una
minima concentracnon el dia 7 con 6.2
millones/mm?® para el IM y SC los
valores mimmos fueron de 6.6 y 7.4
millones/mm® en el dia 10 en ambos
casos. El analisis estadistico (Cuadro
1) muestra diferencia significativa entre
el grupo IM con respecto a los demas.
La disminucién de los eritrocitos quiza
se deba a su destruccién provocada por
el protozoario, esto ha sido notificado
por distintos autores: Wright 17 sefiald
una disminucion de 2 millones/mm?3en
el dia 14 postinoculacién, Monroy'? al
utilizar larvas de garrapata infectadas
con B, bovis informa de un descenso
notable en el dia 16 postinfeccion con

ple de medias entre los distintos

grupos y para las variables hemdticas medidas.

T EV M 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 ¢ 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 12,15 b 13.0 ab 14.22 ab
CHCM (%) 32,62 a 30.47 a 30.96 a 32,31 a

Diferente Titeral en T1a misma linea indica

diferencia significativa (P<0,05)

*

*%k

VCM= Voldmen Corpuscular Medio;

Valores que presentan la transformacién a logaritmo.
Valores que presentan la transformacién a arcoseno,
HCM= Hemoglobina Corpuscular

Media y CHCM= Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media,
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2.8 millones/mm®; ninguno de estos
casos concuerda con nuestros resulta-
dos debido a que se obtuvo una
semiologia mas rapida en su presenta-
cién y menos drastica en la disminu-
cion de concentracién de eritrocitos, lo
cual se atribuye a un rapldo desarrollo
del parasito irradiado.

En la concentracion de hemoglobina
para los cuatro grupos, se puede
observar que la caida mas drastica
existié en el grupo EV en el dia 7 (6.2
g/dly, los grupos IM y SC tuvieron un
valor minimo de 9.7 y 9.0 g/dl, en
forma respectiva en el dia 12. El
analisis estadistico (Cuadro 1) encon-
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tré diferencias entre el grupo EV con
respecto a los demas grupos. Los
cambios ocurridos en la concentracién
promedio de hemogiobina resultan ser
ligeros si se les compara con los
obtenidos por Rogers'® quien notificd
una baja en ta cantidad de hemoglobina
a partir del dia 7 y alcanzd un valor
minimo de 4.1 g/dl en el dia 8
postinoculacién, o Wright'” quien al
trabajar con B. bovis irradiada en
ganado esplenectomizado observd una
disminucion en la cantidad de hemo-
globina a partir del dia 10 hasta llegar a
valores menores de 5 g/d!l en el dia 14
postinoculacion; o 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:
ios grupos EV e IM presentaron a lo
largo del estudio valores menores en
comparaciéon con los grupos SC y T;
jos grupos EV, IM y SC mostraron sus
menores valores de 5000, 7200 vy
7500/mm® en el dia 7 después dei
primer inoculo con una rapida recupe-
racion. El analisis estadistico indica
diferencia significativa entre los grupos
EVelMcon respecto al SCy T {Cuadro
1). Se encontraron diversos datos con
respecto a las alteraciones que provoca
la babesiosis en la cantidad de leucoci-
tos, Wright '’ potificé una leucocitosis
de 24000§mm en cambio Monroy'2 y
lLarios, Smith y Monroy?, mforman de
una leucopenia de 5000 y 2900/ mm?®, en
forma respectiva; en el presente trabajo
aun cuando existié cierta disminucion
en los valores {(mas aparente en los
grupos EV e IM), no sobrepasé los
valores normales.

En el comportamiento de los trom-
bocitos, los grupos EV e IM son los que
mostraron mayores alteraciones, que
se presentaron primero en el EV y
después en el IM; los menores valores
para el EV fueron de 90 0001mm en el
dia7y parael IMde 140 000/mm® en el
dia 10; el SC presentd su menor valor
en el dia 17 con 340 000/mm®. Con el
analisis estadistico {(Cuadro 1) no se

encontré diferencia significativa entre
los grupos; sin embargo, es importante
resaltar que el grupo EV presentd una
caida en sus valores fuera del rango
normal atin cuando su recuperacién fue -
rapsda y en forma ascendente. Dagliesh
y col? , Monroy'? y Larios, Smith y
Monroy 7, describen una trombocitope-
nia en bovinos infectados con B. bovis,
fendmeno que al parecer ocurrié sélo
en el grupo EV del presente estudio.

Cuades &, Coeficientes de cerrelacidn tomande como base el

Heratocrito de orela con respecto al bt de <ola

¥y yugular para los distinios grupas.

Bt grejas Frocola Pt opeeial At yaqular -

L5301

6.6505
0.7427 5873

§ PG00

ERLA R4 0 R AV

En los porcentajes de hematocrito
obtenidos (Graﬂcaa parael primoiné-
culo los valores 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 lo tuvo el SC con 25%.
En la comparacién de medias para los

hematocritos (Cuadro 1) {os resultados

fueron: en el hematocrito de oreja
existié diferencia entre el grupo EV e
IM, para el hematocrito de cola el EV
fue diferente de los demas grupos y por

Ultimo en el hematocrito de yugular el

EV difirid del SC, IM y T, asi como este
Ultimo del SC. Los datos obtenidos no
coinciden con los de Rogers'® quien
menciona- valores minimos obtenidos
de 13% de hematocrito en el dia 10
postinoculacion, ni con Monroy'? que
en el dia 10 postinéculo obtiene un
hematocrito de 19%, igual que Rodri-
guez'4 sélo que ésteen el dia13. 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
segundo pase. Rodriguez'* realizd un
pase a animales con la obtencion de
sangre de animales antes inoculados
con una clona primaria de B. bovis,
mezcld las sangres obtenidas y dividid
el volumen total para inocular una parte
por via EV y la restante por via SC con
lo que obtuvo dos tipos de respuesta,
una temprana con un valor maximo de

41°C en el dia 4, y otra de 40°C en el

dia 11 después del pase. E| 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'* como en el
presente estudio, en donde la cepa en
apariencia aumentd su grado de pato-
genicidad al ser transmitida la primera
vez. Sin embargo, dicha exacerbacién
no se observd en el segundo pase.

Los coeficientes de correlaciéon en el
primoinoéculo 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 (Cuadro 2 se observa que
éstos fueron. significativos, lo cual
sefiala una estrecha correlacion entre
los mismos.
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En los indices de Wintrobe: El
-volumen corpuscular medio y la con-
centraciéon de hemoglobina corpuscu-
lar media no mostraron cdiferencias
significativas (P>0.05 entre los grupos,
sin embargo, en hemoglobina corpus-
cular media existe diferencia (P<.05
entre el grupo EVy el T, o que resulta
indicativo de una posible anemia
normocitica hipocrémica para el grupo
EV (Cuadro1).

Se estimo la parasitemia causada
por el primoinéculo, que fue negativa
en los 42 dias del estudio, por lo que se
determiné hacer un primer y segundo
pase tanto a animales experimentales
susceptibles, asi como intentar el
aislamiento del protozoario en el
cultivo in vitro y de esta manera
demostrar la presencia y viabilidad del
paréasito. Los animales utilizados en el
primer pase comenzaron a presentar
parasitemia en el onceavo dia con un
0.21%; en el segundo pase, en el
animal utilizado no se encontré parasi-
temia durante los 39 dias del segui-
miento.

En el primer pase hecho al cultivoin
vitro los parasitos aparecieron 10 dias
posteriores al primer pase y se mantu-
vieron en cultivo durante 15 dias donde
se obtuvo una parasitemia menor al
1%. Para el segundo pase al cultivoin
vitro, los parasitos aparecieron alos 15
dias después del pase, se mantuvieron
en cultivo durante 15 dias y alcanzaron

una parasitemia de| 2.8%. )
Del porcentaje de hematocrito para

el primer y segundo pase (Gréafica 3,
en el primer pase existe un descanso
rapido a partir del dia 6 hasta alcanzar
su valor minimo en ¢l dia 14 con un
15% de hematocrito para después
restablecerse en forma rapida. En el
caso del segundo pase no hay altera-
ciones significativas dentro del com-
portamiento del porcentaje de hemato-
crito durante todo el seguimiento.’
Nuestros resultados del primer pase no
concuerdan con los de Rodriguez'* que
al efectuar la inoculacion de B. bovis y
un pase consecutivo, obtuvo en el caso
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del pase un hematocrito minimo de
19% en el dia 19 después del pase, aun
cuando fue un poco mas tardia esta
respuesta comparada con la muestra,
es importante sefialar que en ambos
casos en apariencia se vio aumentado
el grado de patogenicidad de Babesia
al ser transmitida en forma experimen-
tal.

Con respecto a la concentracion de
anticuerpos, al presentar los datos para
el primoindculo se dividieron los
resultados en dos graficas (Grafica 4),
la grafica superior muestra a los
animales que tuvieron los titulos mas
altos y la inferior a los de los mas
bajos, asi el grupo IM en ambos casos
presentd altos y duraderos titulos de
anticuerpos, con un inicio de la
respuesta en el dia 17 postprimoindcu-
lo. En el primer pase la respuesta de
anticuerpos se presentd rapido, co-
menzo el dia 3 posterior al primer pase
y alcanzd su valor maximo el dia 17
para mantenerse estable durante los
dias restantes. En el segundo pase la
respuesta resulté tardia (dia 200 sus
maximos titulos los tuvo el dia 27 para
descencer en forma constante. Se
sefiala que la presencia de anticuerpos
no siempre es indicativa de protec-
cién! este concepto resulta importan-
te debido a que en ¢l presente estudio
no se realizaron desafios con cepas de
elevado grado de patogenicidad, por io
que se destonoce la capacidad protec-
tora de los anticuerpos detectados.

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
(EV), intramuscularly (IM) and subcutaneocusly
(SO with 1x108 infected red blood cells. A
control group received 1x108 non-infected
erythrocytes IM. Blood samples were taken
daily; temperature, packed cell volume, red
blood cell count,total leucocyte count, platelets,
hemoglobin, IFA test antibody titer and parasi-



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 32thday, a
pass to other healthy calves and_to the in vitro
culture was done. it demostrated viabie Babesia
parasites. Babesia bovis irradiated clone develo-
pedin vitro caused slight haematologic changes
with no risk for animals survival. Because the IM
group vielded a good Ab response without
significant rectal temperature and haematologic
iterations, it might be an optimal immunization
route. it is not known whather the observed
aniibody response cf calves is protective or not.
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