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Se evalud el efecto de cuatro alslamientos de Babesia bigemina, tres de elios cultivados in vitro
y otro obtenido de un caso de campo, sobre garrapatas Boophilus microplus y su transmisibilidad
a bovinos susceptibles. Las garrapatas alimentadas sobre bovinos infectados con el aislamiento
de campo, fueron las Gnicas en las que se detectS el parasito mediante la técnica de frotis de
hemolinta y en las cuales se vieron afectados sus valores reproductivos. Asi mismo, Boophilus
microplus fue incapaz de transmitir la infeccion causada por los aislamientos mantenidos in vitro

ai huésped bovino.

INTRODUCCION

Entre las pérdidas econdémicas que
las garrapatas ocasionan al ganado
se encuentran el dano a las pieles y
los cueros y la disminucion de la pro-
duccién de leche y carne. Sin embar-
go, su principal dafio lo ocasionan al
transmitir algunas enfermedades, en-
tre las que destacan la babasiosis <.
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La garrapata Boophilus micropius
causa las mayores pérdidas en los
paises tropicales y subtropicales °.
Boophilus adquiere la Infeccién por
Babesia spp. cuando inglere sangre
infectada del bovino, generaimente
en las Ultimas 16 a 24 horas antes de
desprendersez, ya que no existe evi-
dencia que las larvas o ninfas de
Booghilus puedan adquirir la infec-
cion®. Los eritrocltos ingeridos son
destruidos y los parasitos liberados
en el lumen intestinal del artrépodo y
solo una pequefia proporcién de las
formas sanguineag sobreviven a la di-
gestion intesti . Posteriormente
se llegan a observar en el lumen intes-
tinal, formas esferoides intracelulares,
que se convierten en un cuerpo de
fisibn del que se liberan hasta 200
formas conocidas como quinetos o

verm(cutoss, estos atraviesan el intes-



tino y migran hacia la hemolinfa, ai-
canzando a penetrar los 6vulos en el
ovario antes de gue estos sean cu-
biertos de quitina“. Posterior a la ovi-
posicién, los quinetos invaden las cé-
lulas del intestino con la formacion de
otro cuerpo de fision y la liberacién de
una segunda generacién de quine-
tos'®, los cuales, por medio de la he-
molinfa, alcanzan las glandulas saliva-
les, donde ocurre otra fase de fision
multiple con la liberacién de miltiples
cuerpos anulares que se transforman
en peras o piroplasmas®”. Las formas
infectantes de Babesia bigemina son
inoculadas por las garrapatas al bovi-
no al alimentarse sobre éste® '°. Las
formas infecciosas ingculadas pene-
tran a las células rojas del bovino con
la formacién de una vacuola parasito-
fora en la cual se diferencia para for-
mar los trofozoitos o estado en ali-
mentacién., Los merozoitos
producidos en los eritrocitos abando-
nan la célula e inmedi?tamente inva-
den nuevos eritrocitos .

Las especies de Babesia pueden
ser también patdgenas para las garra-
patas. Riek'® observé que cuando
Boophilus microplus ingirié sangre
con parasitemias con Babesia bige-
mina superior al 20%, hubo un alto
porcentaje de garrapatas muertas. La
hemolinfa de estos adquiri6 et color
de la hemoglobina debido a la perfo-
racion del epitelio intestinal por la Ba-
besia.

Stewart et al.2% mencionaron que
cepas de B. bigemina modificadas
por pases sanguineos en bovinos in-
tactos o esplenectomizados, o por
pases por garrapatas en bovinos es-
plenectomizados, alteraban en forma
importante su desarrolio en el vector,
concluyendo que las cepas manteni-
das por métodos no naturales dege-
neran y no proliferan en la garrapata
para continuar el ciclo. Esto lo atribu-

yeron a la ausencia prolongada de
contacto con el bazo en el huésped
vertebrado o ala falta de contacto con
el vector.

Hernandez y col.!!, observaron
queaislamientos de B. bigemina man-
tenidos en cultivo in vitro podrian te-
ner la potencialidad de ser considera-
dos como inmundgenos debido a su
prolongada permanencia en el hués-
ped y su reducida patogenicidad. La
transmision de estos aistamientos cul-
tivados in vitro no ha sido realizado a
través de garrapatas desconociendo
su comportamiento en éstas. Debido
a lo anterior, la finalidad del presente
estudio fue determinar la infectividad
y patogenicidad sobre el artépodo de
aislamientos de B. bigemina manteni-
da en cultivo in vitro; asi como, cono-
cer su posible transmisibilidad por ga-
rrapatas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Babesia bigemina:
Se utilizaron cuatro aislamientos
de B. bigemina que se denominaron:
Aislamiento A= Derivado y manteni-
do en cultivo in vitro®®, Aislamiento
B = Derivado de la poblacién A, irra-
diado a 7 krads con una fuente de
60-Co en la Universidad de Missouri,
EE.UU.A. y posteriormente recupera-
do y mantenido en cultivo in vitro.
Aislamiento C = Derivado de la pobla-
¢ién A, clonado e irradiado con 7
krads con una fuente de 60-Co, vuelto
a clggar y mantenido en cultivo in
vitro®". Alslamiento D= Obtenido de
un caso clinico de campo y manteni-
doalmacenado en nitrégeno liquido o
por pases por via parental en becerros
intactos susceptibles desde 1984.

Garrapatas:
Se utilizb6 una poblacién de garra-
patas Boophilus microplus manteni-



da libre de Babesia spp en el labora-
torio desde 1978.

Bovinos Experimentales:

Se utilizaron 20 bovinos de raza
Holstein-Friesian, con una edad apro-
ximada de 18 meses y con un peso
promedio de 250 kg procedentes de
una zona libre de garrapatas Boophi-
lus, libres de anticuerpos especfficos
contra Babesia spp. mediante la téc-
nica dealnmunoﬂuorescencia Indirec-
ta (IF)". Los animales fueron mante-
nidos con agua y alimento ad /ibitum
durante todo el tiempo que duro el
experimento.

Disefio Experimental.

El estudio se dividié en dos partes:

Fase A. Se realizé con objeto de
obtener poblaciones de garrapatas in-
fectadas con cada uno de los aisla-
mientos y de esta manera poder eva-
luar el efecto del protozoario sobre
ellas, considerando como variables
respuesta los valores de: nimero de
garrapatas adultas desprendidas, pe-
so promedio de hembras grévidas,
tiempo de preoviposicion, peso pro-
medio de huevos ovipositados y por-
ciento de eclosion de larvas'®. Ade-
mas, se estimé la produccién de
larvas de acuerdo a lo descrito por
Drummond et al ’.

Para la realizacién de esta fase se
infestaron 10 bovinos los dias -15, -13,
-11,-9, -7y -5, antes de la inoculacién
de los animales con Babesia la cual
ocurri6 el dfa cero, con 5000 larvas de
B. microplus no infectadas por animal
en cada ocasion, haciendo coincidir
la calda de hembras repletas con el
inicio de la parasitemia.

El dfa cero, los animales con garra-
patas se dividieron al azar en cinco
grupos de dos animales cada uno y
cuatro grupos fueron inoculados con
1 X 10-8 eritrocitos infectados con ca-

da uno de los cuatro aislamientos de
B. bigemina por via intramuscular, y
un grupo con un volumen igual de
eritrocitos no Infectados quedando
los grupos de la siguiente. manera:
Grupo! = Eritrocitos infectados con el
aislamiento A. Grupo = Eritrocitos

“infectados con el aislamiento B. Gru-

po lil= Eritrocitos infectados con ei
aislamiento C. Grupo IV= Eritrocitos
infectados con el aislamiento Dy Gru-
po Vtestigo, inoculado con eritrocitos
no infectados.

Los bovinos infestados se mantu-
vieron estabulados hasta el dfa 40
posterior a la primera infestacién. Se
colectaron todas las garrapatas hem-
bras adultas desprendidas en forma
natural. Una vez colectadas fygron la-
vadas, pesadas e incubadas .

Las garrapatas desprendidas en
forma natural se selecclonaron cuan-
do la parasitemia en cada uno de ios
bovinos fue detectada mediante frotis
sanguineos tefidos con colorante de
Giemsa y 8 les practicé la prueba de
hemolinfa “*.

Fase B:

Se realizé conlafinalidad de cono-
cer la posible transmisibilidad de 8.
bigemina a bovinos a traves de garra-
patas.

Se utilizaron 10 bovinos suscepti-
bles que fueron divididos al azar en
cinco grupos de dos animales cada
uno. El dfa cero, éstos fueron infesta-
dos con 20,000 larvas cada uno, ob-
tenidas de hembras B. microplus ali-
mentadas sobre bovinos infectados
con los diferentes aislamientos utiliza-
dos en la Fase A. De esta forma, los
bovinos de los Grupos VI, VII, Vill, IX
y X fueron infestados con la progenie
de garrapatas alimentadas previa-
mente sobre los bovinos de los Gru-
pos |, I, HL, IV y V respectivamente.

Dos veces por semana se colectd
sangre ue los animales y se registra-



ron los valores de temperatura rectal,
hematocrlto. hemoglobina y gldbulos
rojos’, ademés de que se realizaron
frotis sangufneos paraladetecciénde
parasitos.

Los anélisls estad(sticos que se uti-
lizaron en la fase A fueron Andlisis de
Varianza y la prueba de Tukey para
comparacion de medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores hemdticos y niveles de
anticuerpos especfficos contra B. bl-
gemina de los animales utilizados en
esta secclon del experimento fueron
presentados con anterioridad '

Fase A: Los bovinos inoculados
conlos diferentes aislamientos fueron
positivos en frotis sangufneos entre
los dias 4 y 8 postinoculacién con
excepcion de un animal del grupo i,
por io cual en este grupo solo se utili-
2aron garrapatas prevenientes del
animal restanite.

Desprendimiento total de garrapa-
tas gravidas. En el dia 6 (21 dias pos-
teriores a la primera infestacion), se
empezaron a desprender garrapatas
en forma natural en todos los grupos,
excepto en el grupo lll, en & que se
observo la calda hasta el dia 8 posti-
noculacion; el desprendimiento de
garrapatas fue constante a partir de
este momento en todos los grupos y
el dia 25 se desprendieron las Ultimas
hembras (Gréfica 1).

Los promedios totales de despren-
dimiento de garrapatas gravidas fue-
ron de 1026, 530, 262, 516 y 527 para
los grupos |, Ii, Hll, IV y V respectiva-
mente (Gréfica 1).

Peso promedio por garrapata. Se
.observaron pesos promedios totales
por hembra de 270 +/-10, 260 + /-10,
270 +/-20,240 +/-10y 260 +/-20 mg
paralos grupos |, Ii, lll, IV y V respec-
tivamente, existiendo diferencias sig-

nificativas (P <0.05) entre los grupos
I, il y V respecto al grupo IV, en tanto
que el grupo Il fue estadisticamente
similar a los cuatro grupos restantes
(P >0.05) (Gréfica 2).

Tiempo minimo de preoviposicién.
Los promedios menores registrados
fueron de 2.5 dias paralos gruposl|, Il
IV y V mientras que para el grupo lll
fue de 3 dias. Los valores méaximos
fueron de tres dias para todos los
grupos excepto el grupo IV en que se
observaron promedios de 3.5 a 4 dfas;
sin embargo, no se detectaron dife-
rencias significativas.

Peso de l1a masa de huevos. En el
grupoV se observé un promedio total
de 110 +/-10 mg de huevos por ga-
rrapata. Para el grupo | fue de 130
+/-30 mg, para el grupo Il de 130
+/-30 mg, para el grupo lil fue de 110
+/-20 mg y para el grupo IV de 50
+/-20 mg. El promedio del grupo IV
fue el menor y resulté significativa-
mente diferente a los deméas grupos
(P <0.05), los cuales a su vez se com-
portaron en forma similar (Gréfica 3).

Porcentaje de eclosion. El prome-
dio minimo obsejvado fue del 54%
para el grupo V y el maximo de 68%
para el grupo IV no encontrandose
diferencias significativas entre los cin-
co grupos (P> 0.05).

Larvas estimadas por garrapata.
Los promedios totales de produccion
de larvas por garrapata fueron de
1637, 1578, 1374, 574 y 1456 para los
grupos |, 1L, lll, IV y V respectivamente,
siendo el grupo IV, estadlsticamente
diferente al resto de los grupos
(P <0.05) (Gréfica 4).

Como se mencioné anteriormen-
te, todos los bovinos inoculados con
los diferentes aislamientos excepto
uno, fueron positivos en frotis sangul-
neos; sin embargo, solo en las garra-
patas desprendidas de los animales
del grupo IV se detectaron quinetos
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desde el dfa uno de caida hasta el dia
ocho. El porciento de garrapatas po-
sitivas en los bovinos del grupo IV fue
del 88%. -

Fase B: Solo se detect parasite-
mia en los animales del grupo IX entre
los dfas 18 a 28 postinfestacién, el dia
19 uno de los animales alcanzé el
0.19%, en tanto que en el otro bovino
se observé una parasitemia del 0.31%
en el dia 24.

Temperatura rectal. En el transcur-
so del experimento la temperatura de
todos los animales fluctud entre los
375 Cy39.0C, exceptoenel dia 18
en el que el promedio del grupo IX fue
de39.7 C y el del grupo Vil de 39.5 C.

Hemoglobina. Los valores prome-
dio de todos los grupos se encontra-
ron dentro de los rangos normales ',
durante todo el experimento, siendo
en el grupo IX donde se presentaron
los valores mas bajos para el dia 32
con 9,25 g/dl.

Glébulos rojos. De igual forma, los
valores de los cinco grupos se mantu-
vieron dentro de los valores norma-
les'. El grupo IX tuvo los valores mas
bajos, siendo estos de 5.27 X 10-6/ul.

Se demostré el efecto de diferentes
aistamientos de B. bigemina, sobre
los valores reproductivos en una po-
blacién de garrapatas Boophilus mi-
croplus; los aislamientos adaptados a
cultivo no afectaron al artrépodo,
mientras que el aislamiento de campo
tuvo una marcada influencia sobre su
reproduccion. Los datos obtenidos in-
dicanla posible falta de infectividad de
aislamientos de B. bigemina deriva-
dos de cultivo jn vitro para su vector
natural.

Las diferencias mas imporantes
se observaron entre los ailamientos
de B. bigemina procedentes de culti-
vo y el de campo. Este dltimo fue
capaz de multiplicarse en el vector, lo

cual se confirmé por la presencia de
quinetos en hemolinfa, mientras que
los aislamientos de cultivo aparente-
mente fueron incapaces de hacerlo.
Se sabe que garrapatas alimentadas
sobre bovinos con infecciones oca-
sionadas por sangre infectada, ad-

‘quieren una menor infeccion que

aquellas alimentadas sobre bovinos
infectados en forma natural con garra-
patas, siendo mas notablg con B. bi-
gemina que con B, Bovis ' 17

Dalgliesh et al.”, observaron que
cepas de B. bovis pasadas por jeringa
en becerros esplenectomizados, pier-
den la virulencia para B. micropius
desgués de 33 a 40 pases. Morzaria et
al.’® informaron en estudios realiza-
dos con B. major, que la infectividad
se perdia completamente para garra-
patas después de solamente 2 pases
serlados en bovinos a través de jerin-
ga. En el presente trabajo puda ocu-
rrir un fendmeno similar, en donde los
aislamientos adaptados a cultivo, per-
dieron infectividad y virulencia para B.
microplus, debido posiblemente a
que los pases in vitro podrfan equiva-
ler a pases en becerros esplenectomi-
zados.

Conviene aclarar que en el presen-
te estudio, todos los bovinos fueron
inoculados con glébulos rojos infec-
tados y que aun asf ¢l aislamiento de
campo se mantuvo infectivo para ga-
rrapatas. Esto podrfa indicar que para
B. bigemina dos pases con jeringa no
parecen ser suficientes para modificar
al parasito, o al menos el esquema no
permitié demostrar tal efecto.

Stewart”’, observd que al utilizar
cepas de B. bovis adaptadas a multi-
ples pases sanguineos en becerros
esplenectomizados los parasitos fue-
ron abundantes en el contenido intes-
tinal de B. microplus, pero no fueron
capaces de penetrar las células epite-
liales del intestino; mientras que con
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una cepa no modificada el protozoa-
rio fue observado en estas células, en
hemolinfa, en el ovario y en la proge-
nie larval. Stewart™' y Stewart et al.
mencionan que el mantenimiento de
cepas de Babesia por métodos no
naturales, afectan en forma importan-
te la morfologfa del protozoario y su
desarrollo en el vector.

Posiblemente el hecho de que los
aislamientos de cultivo utilizados enel
presente estudio no hayan infectado
garrapatas, se debib a una seleccion
de parésitos que por efecto de los
pases in vitro, fueron incapaces de
infectar al vector. Probablemente el
hecho de que B. bigemina se desarro-
16 sin la presién del sistema inmune
del vertebrado o bién alglin mecanis-
mo que pudiera existir en la garrapata
para inhibir su desarrolio provoc es-
ta seleccion. Todo esto sugiere que el
sistema in vitro, selecciona poblacio-
nes que no £Xpresan ciertos genes,
los cuales podrfan estar implicados en
mecanismos de invasividad para ga-
rrapatas.

Por otro lado, cabe la posibilidad
de que se hubiera efectuado la infec-
cion en la garrapata adulta y esta no
haya sido detectada, ya que en la
pruebade hemolinfalos quinetos pue-
den aparecer desge los primeros tres
dias en adelante” y en el presente
estudio solo se realizé a las 72 horas
basandose en los estudios . de
Smith?°. Aparte de que la prueba ng
es 100% eficiente; Mahoney y Mirre'
observaron que aunque algunas hem-
bras son negativas en todas las prue-
bas, la progenie puede estar infecta-
da.

Los efectos de Babesia spp sobre
el huesped vertebrado han sido am-
pliamente estudiados, sin embargo,
trabajos sobre el efecto del protozoa-
rio en el vector garrapata son escasos
en la literatura.

En el presente estudio la infeccion
de B. bigemina en el vector, no afecté
el inicio de su desprendimiento. La
causa de esto podria ser que la garra-
pata adquiere la infeccion en las (iti-
mas 24 horas de su estancia sobre el
animal®, y posiblemente debido al ci-
clo que B. bigemina presenta en el
vector, seria improbable que afectara
las primeras etapas del desarrollo de
la fase libre del artrépodo.

El peso por garrapata gravida fue
menor en hembras alimentadas'conla
sangreinfectada con el aislamientode
campo que con los otros aislamien-
tos. En contraste, Davey” mencioné
que la presencia de B. bovis no afecté
el peso de hembras gravidas de B.
mictoplus.

La produccién de huevos por ga-
rrapata disminuy6 en mas del 50% en
el grupo infectado con el aislamiento
de campo en relacion a los otros 4
grupos. Davey® informé que en hem-
bras infectadas con B. bovis el prome-
dio de la masa de huevos fue de 93
mg por garrapata contra 163 mg en
garrapatas no sm‘ectadas asl mismo,
Friedhoff y Smith®, mencionaron de
una disminucion de la masa de hue-
vos del 50.3% al comparar garrapatas
positivas con negativas en hemolinfa,
siendo similar alos resultados del pre-
sente estudio en el que se encontrd
una disminucién del 54.6%.

También se observé que las garra-
patas infectadas con el aislamientode
campo resultaron positivas en hemo-
linfa muriendo antes de finalizar la ovi-
posicién (dia 9 postreplecién) y posi-
blemente esta fue la causa de que el
promedio de produccién de huevos
fuera menor, lo que concuerda con |0
mencionado por Ouhelli y Schein
cuando observaron que garrapatas B.
annulfatus infectadas con B. bigemi-
na, morfan antes de terminar el perio-
do de oviposicién normal.



En este trabajo no se evalué el
gradode infeccién enia hemolinfa; sin
embargo, los quinetos en las hembras
positivas fueron facilmente detecta-
dos, llegandose a encontrar hasta
cuatro ejemplares por campo micros-
cépico utilizando el objetivo 100X.

Se observd que la presencia del
protozoario no afectéla eclosion, esto
se pudo comprobar al comparar ga-
rrapatas positivas con negativas en
hemolinfa, resultados similares fueron
mencionados por Davey® al infectar
B. microplus con B. bovis.

Al estimar la produccion de larvas,
se observé que en garrapatas positi-
vas en hemolinfa, esta fue menor al
50% en relacién a garrapatas hegati-
vas.

Al efectuar el pase con garrapatas,
no se detectd la presencia de B. bige-
mina derivadain vitro en B. micropius,
de esta forma probablemente solo el
aislamiento de campo fue capaz de
transmitirse por e vector y solamente
en los bovinos expuestos a progenie
de garrapatas alimentadas con dicho
aislamiento se detectd el parasito en
frotis sanguineo.

Los resultados anteriores indican
que los aislamientos mantenidos in
vitro probablemente no son transmiti-
dos por garrapata. Asf mismo, tampo-
co fue posible detectar pardsitos en
frotis sanguineos de los animales so-
bre los cuales estos artropodos se
alimentaron. Esto es dificil que se de-
ba a la baja cantidad de larvas infec-
tadas, ya que como observaron Ma-
honey y Mirre '“, basta una sola
garrapata infectada para producir la
infeccion al bovino con B. bigemina,
y en el presente estudio se aplicaron
20,000 larvas a cada bovino. Lo mas
probabie es que los aislamientos
adaptados a condiciones artificiales,
sonincapaces de penetrar las céluias

del epitelio intestin?l y de esta forma
continuar el ciclo 2.

Resultados similares fééeron obser-
vados por Wright et al. ©~ al trabajar
con B. bovisirradiada, ademas de que
esta misma cepa resultd avirulenta

para el bovino. Wright et al. “* atribu-

_yeron esta falta de virulencia a la au-

sencia de enzimas proteoliticas en el
protozoario, las que ademas no estan
aparentemente involucradas en me-
canismos invasivos o en el metabo-
lismo del parasito en el huésped ver-
tebrado, pero se piensa que podrian
tener alguna funcion en el estableci-
miento de la infeccién en el vector
garrapata.

Podemos concluir gue un inmund-
geno vivo que no sea transmitido por
garrapatas, funcionaria de manera
deseable en condiciones de campo al
premunizar animales susceptibles
que sean introducidos a zonas endé-
micas, ya que ademds detener unalto
grado de proteccion, el riesgo de su
dispersién serfa nulo.

SUMMARY

The effect of four isolates of Babesia bigemina,
three were cultivated in vitro and one from a
field case, on Boophilus microplus ticks and
their transmissibifity to susceptible bovines
was evaluated. The ticks fed on animals infec-
ted with the field isolate were the only ones in
which the parasite was observed in he-
molymph slides and their reproductive values
were affected. In addition, it was not possible
to achieve transmission through ticks with any
of the in vitro cultured isolates.
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