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RESUMEN

Ei uso del cultivo in vitro de B. bigemina permite la obtencién de diferentes subpoblaciones, de
las cuales se desconocia su comportamiento en bovinos susceptibles. En este estudio se evalué
¢l efecto de tres aislamientos derivados de cultivo in vitro: el aistamiento original, uno irradiado
y un tercero clonado e irradiado, ademas de un cuarto aislamiento obtenido de un caso de campo.
Cuatro grupos de cuatro animales cada uno fueron respectivaments inoculados por via intramus-
cutar. Un quinto grupo de animales no infectados sirvié como grupo testigo. Los cuatro aislamien-
tos fueron capaces de multiplicarse. Solo en los bovinos inoculados con el aislamiento de campo
se observé una forma clinica de la enfermedad, con marcados cambios en los valores de
temperatura rectal, hematocrito, hemoglobina y conteo de glébulos rojos y cuyas parasiternias
fueron mayores y méas prolongadas. En contraste, los aislamientos derivados in vitro se conside-
raron menos virulentos, ya que los cambios hematoldgicos fueron menos severos que los
inducidos por la cepa de campo. Al desafio, el aislamiento de cultivo no irradiado y el de campo.
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animales domésticos'”.

Se sabe que animales recupera-
dos de Babesia spp son resistentes a
la reinfeccién, por lo que durante mu-
chos afios se ha utilizado la premuni-
€ion, la cual consiste en la inoculacion
de ganado susceptible con glébulos
rojos infectados con Babesia viva
procedente de animales portadores y
después aplicar un tratamiento espe-
cffico, como método preventivo'.
Recientemente se han utilizado méto-
dos alternos de inmunizacién. Un in-
munégeno vivo de B. bovis de reduci-
da virulencia fue obtenido después de
varios pases rapidos por inoculacion
parentgral en becerros esplenectomi-
zados * °. De la misma manera, pases
lentos por inoculacién parenteral en
becerros intactos han servido para se-
leccionar una poblacién de B. bigemi-
na altamente infectiva de reducida vi-
rulencia ". Otros métodos para
modificar la virulencia de B. bigemina
incluyen el uso dg radiaciones sobre
sangre infectada “.

La metodologfa de cultivo in vitro
para babesias bovinas se ha descrito
como ons%iss)lg Jugsnte de inmunégenos
vivos ' %' 7 “°_ Recientemente se
ha demostrado que B. bovis deriva-
das in vitro normales e irradiadas, pa-
recen ser de reducida virulencia cuan-
do son inoculadas en animales
susceptibles 3,20 g objetivo de este
estudio fue evaluar la infectividad e
inmunogenicidad de subpoblaciones
vivas de B. bigemina derivadas in vitro
e irradiadas.

MATERIALES Y METODOS

Bovinos experimentales - Veintiun be-
cerros Holstein de 18 meses de edad,
fueron seleccionados de una area li-
bre de garrapatas y Babesia. Se com-
probé que los animales estaban libres
de anticuerpos contra Babesia spp

por medio de la prueba de Inmuno-
fluorescencia Indirecta (IFI)°. Estos
fueron alojados en corraletas indivi-
duales con piso de concreto, propor-
cionandoles agua y alimentoad libitum.

Parasitos de Babesia bigemina -
Se seleccionaron cuatro poblaciones
para usarse en este estudio:

“A”: Un aislamiento mexicano de-
rivado de cultivo in vitro, aislado en
1985 y propagado continuamente ba-
jo condiciones in vitro <.

“B”: Uno cultivado in vitro derivado
de “A”, expuesto a 7 Krads con una
fuente de 60Co enlas instalaciones de
la Universidad de Missouri, U.S.A. y
mantenido continuamente bajo con-
diciones de cultivo.

“C”: Una clona derivada de “A”,
expuesta a 7 Krads con una fuente de
60 Co, reclonada y mantenida conti-
géjamente bajo condiciones de cultivo

“D”: Un aislamiento mexicano de-
rivado in vivo, aislado de un brote de
campo en Texcoco, México en el aiio
de 1984, y mantenida almacenada en
nitrégeno liquido o por pases por via
parenteral en animales intactos.

Garrapatas- Boophilus microplus,
libres de Babesia spp. obtenidas de la
colonia que se mantiene en el Labora-
torio de la Division Hemoprotozoarios
desde 1978.

INOCULACION PRIMARIA - Veinte
becerros fueron divididos en cinco
grupos de cuatro animales. El dia ce-
ro, cuatro grupos fueron inoculados
por via intramuscular con 10 glébulos
rojos infectados (GRI), con cada una
delas subpoblaciones de B. bigemina
descritas anteriormente. El grupo 5
fue inoculado con una cantidad simi-
larde glébulos rojos no infectados por
la misma via.

Cada 3-4 dias comenzando ei dia
cero y durante 28 dias, se registraron



datos de temperatura rectal y se co-
lectaron muestras sanguineas para
determinar cambios en el porciento
de hematocrito (Ht), proteinas plas-
méticas totales(PPT) hemoglobina
(Hb), glébulos rojos (GR) y giébulos
blancos (GB)'. Se prepararon fotis te-
fiidos con colorante de Giemsa para
detectar la parasitemia y los resulta-
dos se expresaron como porcientode
eritrocitos parasitados (PEP). Al mis-
mo tiempo, se colectaron muestras
de suero para determinar los titulos de
anticuerpos c%ntra B. bigemina por el
método de IFI°. Utiizando como antf-
geno un aislamiento heter6logo deri-
vado de cultivo in vitro y como conju-
gado anticuerpos anti-lgG bovina
coniugada con fluoresceina prepara-
da en conejo {SIGMA F.7509), consi-
derando como positivos titulos igua-
les o superiores a 1:80.

DESAFIO - Enun bovino se colacaron
5,000 farvas de B. microplus libres de
Babesia cada 48 horas por cinco oca-
siones. Quince dias después de ia
primera infestacion, fue inoculado
con el aislamiento de campo (D). Se
colectaron las hembras adultas des-
prendidas en forma natural y fueron
seleccionadas aquell 22!r:’os.lstn.las enia
prueba de hemolinfa ““. La progenie
de estas Gltimas se utmzo parala con-
frontacion.

Dos animales de cada grupo fue-
ron desaflados con 20,00C de las lar-
vas infectadas por animal, descritas
anteriormente, el dfa 277 posteriorala
inoculacién primaria. Cada 3-4 dias y
por un lapsc de 4 semanas se regis-
traron jos valores de temperatura rec-
tal, hematoldgicos y de anticuerpos
mediante la técnica de IFl comoen ia
inoculacion primaria. Los diez anima-
les restantes fueron infestados con
garrapatas libres de Babesia spp para
determinar la transmisibilidad de los

diferentes aislamientos por Boophilus’
microplus (Datos eviados para su pu-
blicacién).

RESULTADOS Y DISCUSION.

INOCULACION PRIMARIA - Solo un
animal del grupo 2 y uno del grupo 3
mostraron incremento en la tempera-
tura a 39.6 C el dia 21 y 39.9 C el dfa
11 Pl respectivamente. En los anima-
les del grupo 4 se observaron aumen-
tos en los valores de temperatura de
39.5 C desde el dia 4 post-inoculacion
{P1), alcanzando valores maximos de
40.2 C en un animal el dia 11 Pl La
mayoria de los animales inoculados
con el aislamiento de campo tuvieron
incremento en la temperatura.

Solo en los animales del grupo 4,
se observd una disminucion en los
valores de PPT inferior al rango nor-
mal <.

El porcentaje minimo promedio de
hematocritc por muestreo, en ningu-
no de los grupos inoculados con B.
bigemina procedente de cultivo i vi-
tro fue inferior a 20%, en tanto que en
el grupc de animales inoculados con
¢l aislamientc de campo, se observa-
ron valores promedio por muestreo
de 11 a 15% entre los dlas 9 a 18 P!
{Gréfica 1).

En cuanto a los valores de hemo-
globina enunanimaidel grupo 1 ytres
animales del grupo 3 presentaron va-
iores inferiores al rango normal 2', los
cuales osciiaron entre 6.5 vy 7.5 g/dl.
En tario que los cuatre animales del
grupc 4, presentaron los valores mas
hajos registrados durante el experi-
mento, los cuales variaron entre 4-5
g/di entre los dias 11 y 14 Pl Ei pro-
miedic de este grupo fue el (inico con
valores inferiores al normal 21 (Grafi-
ca2).

En todos los animales se observa-
ron valores de giébulos rojos inferio-
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INOCULADOS CON CUATRO DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Bobesio bigeming®.
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res al rango normal en alguna fase del
expenmentoé pero siempre supe-
riores a4 X 107/ul, excepto en el grupo
4 inoculado con el aislamiento de
campo en el que se obsgrvaron pro-
medios de 2.7 a 3.23 X 10°/ul entre los
dias 11-18 PI, recuperandose al final
del experimento {Gréfica 3).

En el conteo de glébulos blancos,
en todos los animales inoculados con
aislamientos de cultivo se observaron
valores superiores a lo normal ©', solo
en el grupo 4 se observaron valores
inferiores a éste en los cuatro anima-
les, los cuales variaron desde 2900 a
3900/ul entre los dfas 7-11 PI.

Todos los animales inoculados
con GRI fueron positivos en frotis san-
guineo, excepto uno del grupo 3. La
. parasitemia comenzd a observarse el
dfa cuatro en los animales del grupo
4 y para el dia 12 todos los animales
se encontraban negativos. El nimero
promedio de dias con parasitemia fue
3.5,25,2.25 y 5.5 para los grupos 1,
2, 3 y 4 respectivamente. El PEP ma-
ximo observado fue de 2.26 en un
animal del grupo 4; en los animales
inoculados con aislamientos de culti-
vo in vitro el PEP nunca fue superior a
0.09 {(Cuadro 1).

Todos los animales inoculados
con GRI fueron positivos en la prueba
de iFi hacia el dia 11 P1. Sin embargo,
algunos de los animales delos grupos
2 y 4 estaban positivos en IF] desde el
dia 4. Para el dia 28 P| cuatro animales
se convirtieron a IF! negativos, tres en
el grupo 1y uno en el grupo 2. En &l
grupo 4 hacia el dfa 18 P, el promedio
detitulos de anticuerpos fue mayor de
1:2560 hasta el final del experimento.
Ningun otro grupo mostré una res-
puesta tan aita (Gréafica 4).

DESAFIO. La temperatura de los
animales de los grupos 1-4 fue inferior
a 39.0 G, durante los 35 dias del estu-
dio post-desafic (PD). Solamente los

animales del grupo 5 susceptibie
mostraron incrementos de tempera-
tura superiores a 39.1 C, con un ma-
ximo de 39.7 C en el dla 21 PD. Las
fluctuaciones del porcentaje de he-
matocrito estuvieron dentro de los va-
lores normales en todos los animales

- exceptoendosde ellos, delos grupos

3 y 5, con valores de hematocrito de
21 y 18% respectivamente. Ambos
animales del grupo 5 fueron positivos
enfrotis sanguineo hacia el dfa 17 PD,
permaneciendo positivos hasta el dia
24 PD. Se observd que dos animales
de los grupos 2 y 3, también fueron
positivos en el dfa 18 con duracién de
la parasitemia de 8 y 6 dfas respecti-
vamente.

Mientras que los valores de PPT y
hemaglobina no disminuyeron mas
alla del rango normal en ninguno de
los grupos, en glébulos rojos se ob-
sepvaron valores de 3.82 y 282 X
10%ul los dias 21 y 24 respectivamen-
te en un animal del grupo testigo, en
el resto de los bovinos no se observa-
ron cambios impontantes.

Al desaffo, la respuesta en la pro-
duccién de anticuerpos, presenté titu-
los similares a los de la inoculacién
primaria en los grupos 1y 2, en tanto
que en el grupo 3 se presentd una
disminucion marcada en un bovino y
ligera en el otro animal; de igual forma
en el grupo 4 se observd unarespues-
ta menor en la produccion de anti-
cuerpos en ambos animales. Por Giti-
mo en el grupo 5 (testigo) se
detectaron anticuerpos hasta una di-
lucion de 1:640 comenzando a detec-
tarse el dia 17 postdesafio (Gréafica 5).

Es aparente que las condiciones de
cultivo no interfieren con la infectivi-
dad de B. bigemina para el huésped
bovino, ya que la mayoria de los ani-
males fueron positivos al parasito pa-
ra el dia 8 Pl. Sin embargo, posible-
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GRAFICA 3. PROMEDIO DE CONCENTRACION DE GLOBULOS ROJOS DE BOVINGS INOCULADOS
CON CUATRO DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Bobesio bigeming®
* Tres cislomientos procedentes de cultive in vitro y uno obtenide de un caso de
compo., )

Dfo 0: Inoculocién de eritrocitos infectados con B, bigemino vie intromusculor
en grupes de cuotro animoles codo wna.

100004 TITULOS **

1000 o
4
B
GRUPGS  ATSLAMIENTOS
100 s
] @ - CULTIVD
] + y  IRRADIADO
j \ H- 3 CLONA IRRADIADA
8- 4 fauen
10 : . : . . . . :
0 4 7 1 14 19 eal 25 2R

56

DIAS POSTINOCULACION

GRAFICA 4., PROMEDIQ DE TITULOS DE ANTICUERPOS DE BOVINDS INOCULADGS
CON CUATRO DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Bobesis

s et e s
* Jres oislomientas procedentes de cultivo in vitro v uno obteride de ur cosi .

biramyne?

de campo. ) )
Dia 0: Inocculacién de eritrocitos infectados con B. bigeming vio introm .

en grupas de cuoctro crimeles cado una.

** Pryeba de Inmuncfluorescencia indirecto.



CUADRQO 1. PORCIENTO DE ERITROCITOS PARASITADOS (PEP) DE BOVINOS INOCULADOS
CON CUATRO DIFERENTES AISLAMIENTOS DE Babesia bigeming®.

GRUPOS  ANIMAL DIAS
No 4 5 7 : 9 10 11
1 2494 - - 0.020 0.083 + + +
2580 . - + + + - -
CULTVO 2452 - - + + + - -
2605 - - 0.018 + 0.019 . -
2 2515 - - + + + - -
85257 . - + + - - -
IRRADIADO 2412 - - + + + - -
2447 - - - + + - -
3 2440 - . 0.018 0047 0018 - -
85235 - - 0.090 0034 + - -
CLONA 2577 - - - - - - -
IRRADIADA 2420 - - 0071 0036 0.017 - -
4 2565 + 04076 0075 0.047 0.058 + -
2438 + 0218 2260 0628 + - - -
CAMPO 2559 + 0.041 0.058 + + + - .
381 0055 0.169 0222 0124 0036 - -
5 2502 - - - - - - -
25805 - - - - - - -
TESTIGO 8691 - - - - - - -
2594 - - - - - - .
- = negativo
+ = positivo, parasitemia baja para ser cuantificada

* Tres aislamientos de cultivo in vitro y uno obtenido de un caso de campo.
Dia 0: Inoculacién de eritrocitos infectados con B, bigemina via intramuscular.

mente la adaptacién a cultivo modifi-
ca la virulencia, ya que B. bigemina
derivada in vitro es detectada en frotis
sangulneos por periodos menores en
animales intactos gue aislamientos de
campo mantenidos en becerros. Es
importante considerar gue no hay una
presién negativa impuesta para la se-
leccién de subpoblaciones altamente

infectivas en cultivo, ya que todas las
condiciones son en favor de la repli-
cacion, aln para las subpoblaciones
menos virulentas.

El aislamiento de campo B. bige-
mina fue pasado solamente enanima-
les intactos, seleccionando de esta
forma las poblaciones més infectivas.
La fiebre y la disminucién en PPT,
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GRAFICA 5.
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PROMEDIO DOE TITULOS DE ANTICUERPOS DE BOYINOS DESAFIADOS CON

GARRAPATAS Boophilus microplus INFECIADAS CON Bobesio bigemino®

* Grupos de cuatrc animales ihoculados 277 dios ontes con tres cislomientos
procedentes de cultivo in vitro y unco-obtenido de un caso de compo. |

Dic 0: Infestocidn con 20,000 lorvas de Boophilus microplus infectodes con

el aislamiento de compo.

** Pruebo de Inmuncfluorescencie indirecto,

detectadas solo enlos bovinos inocu-
lados con este aislamiento, es un indi-
cador de la virulencia del mismo, ya
que la destruccién de gldbulos rojos
ocaslona liberacién de pirégengs que
ocasionan una respuesta febril”, esta
destruccion, junto con la posible dis-
funcién hepética ocasionarfa una és-
tasis sangufnea que se traduce en un
estado de anoxia, dafiando el endote-
lio vascular y provocando la salida de
fluidos del torrente circulatorio, con
una subsecuent%pérdida de protei-
nas plasméticas <.

Se observaron disminuciones aba-
jo del rango normal en hemoglobina,
hematocrito y glébulos rojos en dife-
rentes grupos. Sinembargo, en el gru-
po inoculado con el aislamiento de
campo este efecto fue méas marcado.
Se menciona que la disminucién de
estos valores conduce a un cuadro
anémico; pudiendo deberse a la des-

truccion de G.R. por la salida del pa-
rasito, por fagocitosis de células da-
fadas o aquellas sanas que adsorben
antigenos de Babesia, o bién algunas
sufren alteraciones en su forma_au-
mentando su fragilidad osmética™”.

Lasdisminuciones mas severas en
hematocrito enlos animales del grupo
4 se observaron después que la para-
sitemia habia desaparecido. Esto po-
drfa indicar que la disminucién en Ht
no esta relacionada a un efecto direc-
to de la invasién del eritrocito y a su
destruccion por el parasito.

Diversos autores han informado
de la disminucion en virulencia de Ba-
besia spp por efecto de irradiaciéon a
diferentes dosis 2 27, o bien por efecto
gée la adaptacién a cultivo in vitro Ak

; sin embargo, no existe informacion
enla literatura respecto al efecto de B.
bigemina cultivada in vitro sobre bo-
vinos.



Parece ser que dosis bajas deirra-
diacion pueden no tener efectos ad-
versos sobre el protozoario; sin em-
bargo, debe considerarse que la
virulencia del parasito podria depen-
der no solo de la dosis de irradiacion,
sino también de la especie de Babe-
sia, de su patogenicidad y de las
adaptaciones previas que la cepa ha-
ya experimentado. En otros estudios
se han presentado indicios de un in-
cremento en la sintesis de 4cidos nu-
cleicos por Babesia cuando es some-
tida a bajas dosis de irradiacion '°, en
tanto que dosis altas disminuyen la
reproduccién e incluso provocan la
muerte del parasito '©,

Enel presente trabajo, al comparar
las poblaciones irradiadas y la no irra-

"diada todas derivadas de cultivo in
vitro, se pudo apreciar que los efectos
de la irradiacién no son previsibles,
pues todas se comportaron de mane-
ra diferente entre si, incluso la clona
irradiada a pesar de haber sido mani-
pulada mas veces en el cultivo, apa-
rentemente es mas virulenta que la
otra poblacién irradiada.

La calda inicial en el conteo de
células blancas, puede ser resultado
del estres causado por ia infeccién o
un indicio del efecto inmunosupresor
que ejerce el protozoario sg?re el sis-
tema inmune del bovino & ¢,

Se menciona que animales intac-
tos responden a la infeccion por Ba-
besia, con un rapido aumento en la
actividad linfocftica teniendo asf ma-
yor oportunidad para sobrevivir 4 En
el grupo inoculado con el aislamiento
de campo, el aumento de la cuenta
leucocitaria fue mds tardia que en el
resto de los grupos, pudiendo indicar
que al ser mas virulenta, el efecto de
inmunodepresion sea mas marcado,
ocasionando que el animal tenga me-
nor posibilidad para atacar la infec-
cién con mayor riesgo de muerte. Es-

to también se ve reflejado en el por-
ciento y duracion de eritrocitos para-
sitados, que fue mayor con el aisla-
miento de campo que con los otros
tres.

El hecho de que los animales del
grupo 4 hayan sobrevivido a una in-
feccion severa pudo haberse debido
a una situacion favorable de alimenta-
cién y confinamiento, pues no requi-
rieron de grandes esfuerzos para su
mantenimiento. Posiblemente en
condiciones menos favorables, el
efecto de la infeccion hubiese sido
fatal.

El desafio con garrapatas infecta-
das, aunque fue exitoso en mostrar la
infectividad del aislamiento, aparente-
mente no fue lo suficientemente viru-
lento para producir cambios severos
en los valores hematol6gicos. Las pa-
rasitemias en el grupo de animales
susceptibles aparecieron mucho des-
pués que en la inoculacion primaria.
Esta observacién esta relacionada a
las caracteristicas del ciclode B. bige-
mina en la ninfa de la garrapata. La
inoculacién del organismo por la ga-
rrapata ocurre después de 7-9 dfas de
haber subido al animal. Diferencias en
las subpoblaciones de los aislamien-
tos utilizados pueden explicarse por
las parasitemias observadas en ani-
males expuestos previamente. Las
subpoblaciones altamente infectivas
para el huésped bovino podrian haber
inducido estas parasitemias, ya que
las defensas de los animales no con-
trolaron tales subpoblaciones. Actual-
mente es aceptada la hipGtesis de que
los animales deben estar protegidos
contra los signos clinicos de la enfer-
medad antes que contra la infeccion.
Por Io tanto, ia reinfeccion puede in-
crementar el desarrollo de resisten-
cia®>.

Se debe de tomar en cuenta que el
desaffo en los animales del grupo 4 se
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realizé con el alslamiento homélogo,
lo que explicaria en parte la ausencia de
parasitemiz. Por otro lado, el grupo 1 fue
desafiado con un alslamiento heteré-
logo, comprobandose la inducciénde
proteccién en una infeccion de este
tipo. La heterogenicidad del desafio,
permite asimismo entender la apari-
citn de los paréasitos en la circulaciéon
sangulnea de los animales de los gru-
pos 2 y 3.

Podrfamas especular que el culti-
voin vitro, ha s:i2¢cionsdo una pobla-
ciorn que provabierienis no plerde su
capacidad i ; a &l boving,
pero gque ha Anica U virulendcia,
esto quizd deolie & a2 ausencla del
sisterna inmuns nel v ussped mamife-
ro, el cual clas s ¢y srasente, po-
dria estimular » sxprasion de ciertos
genes, necesarias pais la sobreviven-
cia del protozcario y que ademnas és-
tos podrian codificar para ciertas ca-
racteristic *= de virulencia para el
bovino.

Se puede conciulr gue los aisla-
mientos procedentes de cultivo se
comportaron como poblaciones ate-
nuadas, al nc alectar en forma impor-
taiile los valores hematolbyicos; 1o
cual podria ser una caracteristica de-
seable al seleccionar poblaciones Gti-
lgs en programas de premunicién, re-
duciendo asf los riesgos que implica
el uso de ésta con aislamientos de
campo de los cuales se desconcee su
virulencia. -

SUMMARY

The in vitro culture of Bebesia bigemin: slicws
to obtain different subpopuiations. The beha-
vior of these subpopulations in suscepiibie
bovines had benn unknowr. i1 this study, the
effect of three different isolates; »rs derived
from in vitro culture: originai strain: another
irradiated; and a third cloned and irradiated,
was assessed. In addition, a fourth isclate ob-
tained fror a field case was used. Four groups
of four animals were utilized. Each group was
innoculated with one of the isolates by the

intramuscular route. A {ifth group of animals
was notinnoculaied and ramained as a control
group. The four isolates were capable of mul-
tiplying in the host. Only in the bovines inno-
cuiated with the field isolate was the disease
observed in its clinical form with marked chan-
gesin rectal ternperature, hemtocrit, hemoglo-
bin, red blood cells and prolongued parasite-
mias. On the other hand, the isolates from the
in vitro culture had lower hematological chan-
ges and were considered less virulent. The
tield and ~riginal in vitro cuiture isolates pro-
duced protection after challenge; not only
against signs, but also against infection,
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