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INTRODUCCION

La Babesiosis bovina es una
enfermedad hemotrépica producida
por parasitos protozoarios del Phylum
Apicomplexa que son transmitidos
por la garrapata comun del ganado
(1). Las dos especies reconocidas
como las mas importantes que
infectan el ganado en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo,
incluyendo México, son Babesia
bigemina y Babesia bovis. La
enfermedad clinica causada por estos
protozoarios intraeritrociticos  se
caracteriza por prolongados periodos

febriles, anemia hemolitica,
hemoglobinuria y muerte en los
bovinos afectados (1,2). Babesia

bigemina se transmite cuando los
esporozoitos, o formas infectantes
son inoculados por garrapatas
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durante el periodo de alimentacion de
sangre en el ganado bovino (3).

ANTECEDENTES

A diferencia de plasmodium

gue inicia su ciclo exoeritrocitico
invadiendo los hepatocitos, el
esporozoito  de las  especies
babesiales incluidas B. bigemina

invaden directamente al eritrocito.

En la transmision de B. bovis y
B. bigemina por garrapata de un solo
huésped (Boophilus microplus) el
patrén de transmision para la primera
es Unicamente a través de la fase
larval (5) y para la segunda por medio
de ninfas y hembras adultas de B.
microplus (6,7).
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La forma infectante de Babesia
spp. ha sido “olvidada” como un
potencial blanco de ataque por el
sistema inmune del hospedero
bovino, ya que la mayoria de las
investigaciones han sido enfocadas al
merozoito o fase madura del
protozoario logrando purificar 'y
concentrar merozoitos a partir de
eritrocitos infectados (8) y asi estudiar
a nivel molecular e inmunoldgico sus
antigenos de superficie (3).

ANTECEDENTES DIRECTOS
En estudios pasados

separaron el merozoito de Babesia
bigemina utilizando un gradiente de

densidad por percoll a partir de
eritrocitos infectados (8).
Recientemente aislaron

esporozoitos a partir de larvas de
Boophilus microplus infectadas con
Babesia bovis y observaron que el
anticuerpo monoclonal anti RAP-1 se
expresa tanto en el merozoito como
en el esporozoito de B. bovis. (4).

JUSTIFICACION

Dado que la Babesia bigemina
es inoculada a los bovinos por los
estadios ninfal y adulto de Ila
garrapata Boophilus microplus (9,10)
y en virtud de que estos trabajos son
técnicamente mas factibles de
manipular en el laboratorio, nuestros

esfuerzos estan encaminados a
obtener garrapatas Boophilus
microplus en su estadio ninfal

infectadas con Babesia bigemina y
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asi disefiar un protocolo para la
identificacion, purificacion y el analisis
del esporozoito.

OBJETIVOS

Objetivo general. Identificar, purificar
el esporozoito de Babesia bigemina.

Objetivo especifico 1. Obtencion y
mantenimiento de una colonia de
garrapatas  Boophilus  microplus
infectadas con Babesia bigemina.

Objetivo especifico 2. Induccién del
desarrollo de esporozoitos en ninfas
Boophilus microplus infectadas con B
bigemina.

Objetivo 3. Purificacion del
esporozoito de Babesia bigemina.

Objetivo especifico 4. Realizar una

caracterizacion preliminar de los
antigenos de superficie del
esporozoito.

HIPOTESIS

Los esporozoitos de Babesia
bigemina se aislan y purifican a partir
de ninfas Boophilus  microplus
infectadas con Babesia bigemina.

METODOLOGIA

Obtencién y mantenimiento
de una colonia de garrapatas
Boophilus microplus infectadas
con Babesia bigemina. Se utilizaran
bovinos (Bos taurus) entre 6-8 meses
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de edad, sin anticuerpos anti-Babesia
spp y provenientes de una zona libre
de garrapatas. Estos se infestaran
con larvas de garrapatas Boophilus
microplus no infectadas de Babesia
spp. Se inducira una infeccion en el
bovino inoculando via intramuscular y
endovenosa un criopreservado de
eritrocitos infectados con Babesia
bigemina a un tiempo apropiado de
tal manera que la parasitemia
ascendente coincida con la replecion
de las garrapatas hembras adultas
(11). Solamente la progenie de
garrapatas positivas a la prueba de

hemolinfa seran conservadas vy
mantenidas para su  posterior
utilizacion.

Induccion  del desarrollo de

esporozoitos en ninfas infectadas
de Boophilus microplus. Para esto,

la progenie de las garrapatas
infectadas obtenidas en la parte
inicial de este experimento se

utilizaran para infestar becerros de

caracteristicas similares a los
anteriores. Se permitira la
alimentacion de las larvas en los

becerros durante 8-10 dias, de tal
manera que se permita la activacion y
desarrollo de la fase infectante de B.
bigemina en las glandulas salivales
de la garrapata ninfa. Entre los dias
8-10 post-infestacion, se colectara el
maximo nuamero posible de ninfas.
Posteriormente, seran incubadas a
37 °C 90% HR durante 24 horas.

Purificacion de la fase infectante
(esporozoito) de Babesia bigemina.
Ninfas a las cuales se les indujo el
desarrollo de esporozoitos seran
maceradas. El macerado se agregara
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a tubos de policarbonato que
contienen el gradiente de percoll
(Colloidal PVP silica  for-cell
separation) (12), previamente

formado al ser centrifugado a 30 000
G / 30 minutos / 4 °C una vez
agregado se volvera a centrifugar a la

misma velocidad, tiempo y
temperatura.  Posteriormente  se
retirard el gradiente superior e

intermedio en tubos de 15 ml. y aforar
con solucion salina para volver a
centrifugar a 1340 G/ 25minutos/ 4 °C
y observar a microscopio para checar
concentracion, una  parte  se
preparara antigeno y el resto se le
adicionara una solucion
criopreservadora conteniendo 10% de
polivinilpirrolidona  como  agente
protector para posteriormente
congelarse a— 70 °C.
Realizar una caracterizacion
preliminar de los antigenos de
superficie del esporozoitos. Se
buscara la expresion del anticuerpo
monoclonal anti RAP-1 (proteina
asociada a las roptrias —1) (13) en el
esporozoito mediante una prueba de
inmunohistoquimica (4).

RESULTADOS

1.- Se logr6 obtener y mantener una

colonia de garrapatas Boophilus
microplus infectadas con el
protozoario Babesia bigemina
desarrollando un calendario de
manejo.

2.- Se aisl6 la fase infectante
(esporozoito) a partir de ninfas

infectadas utilizando la técnica de
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purificacion por gradiente de percoll,
determinando sus caracteristicas
morfolégicas mediante la observacion

microscopica con la tincion de
Giemsa.
CONCLUSIONES
El establecimiento de wuna

colonia infectada sirve como fuente
de ninfas para purificacion de
€esporozoitos.

La técnica de purificacion por
gradiente de percoll garantiza el
aislamiento de esporozoitos libres de
otros contaminantes. Esto permitira el
desarrollo de anticuerpos especificos
monoclonales y policlonales contra
antigenos de esporozoitos.
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