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GUY AT e, T [ ' o .
. - . - DETERMINACION.DE-ANTICUERPOS DE BABESIA
-:t-POR.LA . TECNICA DE LA FIJACION DEL COMPLEMENTO*

Radinilo A’ Todorovic
Otoniel Vizcalno G.
L.G.'Adams** _ -

,h” | ‘ | | 1. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo ha existido preocupacion por desarrollar una
técnica serologica para el diagnbstico de la babesiosis. Lo més deseable
seria un’ método prictico que permita detectar los anticuerpos para el
diagnbstico ripido de la enfermedad durante las varias fases de infeccion,
cuando los parasitos no se encuentran ficilmente en las extensiones
sanguineas.

A pesar de las muchas tentativas que se han hecho, ningiin
procedimiento prictico ha sido satisfactorio para el diagnostico serologico
de la babesiosis, particularmente en la forma latente de la enfermedad.

Er esta revisibn se hace un resumen y se discuten los avances recientes
en la serodiagnosis de la babesiosis, con atencibn especial a las técnicas
serologicas usadas en el Laboratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias para determinar los anticuerpos de Babesia en el ganado
infectado.

*. Confribucitn de la Texas A&M University en Colombia, Centro Internacional de Agricultura
Tropical y del Departamento de Ciencias Veterinarias del Instituto Colombiano Agropecuario.

** Respsctivamente: Profesor Asociado, “Institute of Tropical Veterinary Medicine, College of
Veterinary Medicine, Texas A&M University, College Station, Texas. Patblogo Asociado, Laboratorio
de Investigaciones Médicas Veterinarias (LIMV), ICA, Apartado Aéreo 29743, Bogoth y Profesor
Asistente, Institute of Tropical Veterinary Medicine, College of Veterinary Medicine, Texas A&M
University.
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2. REVISION DE LITERATURA

Durante més de setenta afios la babesiosis se ha reconocido como una
entidad infecciosa especifica y como severa amenaza econdmica para la
industria ganadera en muchas dreas del mundo; sin embargo, la naturaleza
de la interaccibn inmune huésped-parasito no esta bien esclarecida (28).

Una caracteristica notable de la infeccibn por Babesia, es la de que los
animales que se recuperan de una infecciobn aguda se convierten en
portadores del respectivo hemoparasito. Estos animales portadores no se
pueden descubrir en extensiones sanguineas por ninguno de los métodos
de coloracion actuales. En este caso, para identificar los animales
portadores fue necesario desarrollar métodos serolégicos para descubrir
anticuerpos especificos, en lugar de los propios parésitos.

En las dos ultimas décadas algunos conocimientos fundamentales
relacionados con la inmunoserologia de las varias especies de Babesia han
conducido al desarrollo de procedimientos serodiagnosticos, los cuales
suministran valiosa informacién al estudio de la patogenesis de la
babesiosis y la deteccibn de animales con infeccibn subclinica. Los
antigenos usados en estos procedimientos se han obtenido ya sea de A.
eritrocitos parasitados (4,5,7,9,12,19) B. de suero o plasma de animales
con babesiosis aguda (3,11,15,26) y se utilizaron respectivamente en
rigurosas pruebas serologicas.

A. Antigenos de eritrocitos parasitados usados en pruebas serolégicas para
el diagndstico de anticuerpos de Babesia. '

Fijacion del Complemento (FC): La reaccion de la fijacion del
complemento constituyd una de las primeras pruebas para el diagnostico
de la babesiosis (9). Una reaccibn especifica de la fijacion del
complemento para Babesia, ha demostrado ser util para descubrir
anticuerpos fijadores del complemento on el suero de animales con
babesiosis cronica (10). Sin embargo, la aplicacion practica de la prueba de
la fijacibn del complemento no se ha demostrado de una manera
concluyente.

Hirato y Colaboradores (7) informaron por primera vez la posibilidad de
aplicar la prueba de FC para el diagnostico de la babesiosis equina. El
antfgeno estaba constitufido de estroma de eritrocitos de caballos
agudamente infectados con Babesia caballi Por medio de la fijacion del
complemento se encontrd que los anticuerpos aparecian en la sangre de 11
a 15 dias después dc empezar la parasitemia y en un caso persistieron por
100 dfas.

Mahoney (9) prepard antigenos de sangre de bovinos con infeccion
aguda de Babesia bigemina y de Babesia argentina, respectivamente. En los
sueros de los terneros con infeccion pura de estos parasitos, se
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desarrollaron anticuerpos homologos. .fijadores del complemento 7 a 21
dias después de la infeccion. Los anticuerpos se detectaron en todas las
fases desde el principio de una parasitemia demostrable en extensiones
sanguineas gruesas, hasta cuando los parisitos fueron muy escasos para’
encontrarlos en el examen microscOpico. Los antigenos poseen un grado
de especificidad de especie y muestran solamente reaccidon limitada con
anticuerpos heterologos. En 1964 Mahoney (10) publico el uso de la
prucba de la fijacibn del complemento en los estudios epidemiologicos de
la babesiosis bovina. En este estudio se usaron antigenos de B. bigemina y
B. argentina. Durante la infeccion inicial la reaccion fue positiva en 94 ofo
al 100 o/o de todos los casos estudiados. Sin embargo, después de cuatro a
cinco meses, el numero de positivos a la prueba, desceadio por debajo del
50 o/o. Lo mismo se observd en terneros nacidos en areas endémicas,
excepto que el porcentaje de la reaccion descendid considerablemente.

Las reacciones homologas fueron consistentes y confiables (740/0) los
primeros meses después de la infeccion, pero la reaccidbn positiva
disminuyd hasta el 8 ofo después de varios meses de infeccion con B.
wJentina. Con antfgenos de B. Bigemina el 95 ofo reaccioné al tercer mes
de infeccion, pero bajo al 20 o/o al séptimo mes.

Schindler y Denning (19) estudiaron la reaccion de la fijacion del
complemento en animales infectados con Babesia rodhaini y Babesia canis.
Prepararon un antigeno para la fijacion del complemento de critrocitos de
perro agudamente infectado con B. canis por medio de inmuno-hemolisis,
o exponiendo los eritrocitos a la accion du la saponina al 0,3 ofo. Los
eritrocitos con B. rodhaini se lisaron con agua destilada y cl sobrenadante,
después que se centrifugd para remover el estroma de eritrocitos, sirvio
como antigeno para la fijacion del complemento, No se observaron
reacciones positivas de fijacibn del complemento en ratones infectados con
B. rodhaini, porque los animales posiblementc sucumbieron antes de que
los anticuerpos pudieran ser demnrstrados. $¢ demostraron anticuerpos de
B. canis en perros 11 a 36 dizs después d la infeccion y también sc
encontraron en animales que habian albergado parisitos por afos, Usundo
el antigeno de B. canis no se observod reaccion scrologica cruzada entre B.
rodhaini y B. canis. Se encontrd que la liofilizacion ¢s un medio eficiente
para preservar por mucho tiempo el antigeno.

Schindler y Colaboradores (20) estudiaron la reaccion inmunologica y
serologica de la infeccion de B. canis aplicando en ambas las pruebas de
fijacion del complemento y la prueba indirecta de Coon. Los animales
habian sido inmunizados contra la infecciobn con B. canis viva o con
antigenos solubles de B. canis. La inmunidad se adquirid después de la
infeccibn con B. canis viva. Esta resistencia permanccié después de la
desaparicion de los anticuerpos fijadores del complemento. Los perros
vacunados con antigenos solubles de B. canis produjeron anticuerpos
filndores del complemento, pero no inmunidad protectiva. Mahoney (12)
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encontrd que los antfgencs méas sensibles a la FC para B. bigemina y para’
B.‘f"aréentina fueron suspensiones crudas de los parésitos preparadas lisando
los " eritrocitos infectados con agua destilada y concentrando por’
centrifugacibn. En pruebas con sueros obtenidos de ganado no expuesto a
B. bigemina y a B. argentina, no se observaron reacciones inespecificas de
FC a bajas diluciones del suero. Se encontraron mas reacciones (4,50/0)
cuando se us6 el antigeno de B. argentina en comparacion con el antfgeno
de B. bigemina (1,60/0). Las reacciones inespecificas para B. argentina se
evitaron por absorcion del suero con una suspension de estroma
eritrocitico de bovino normal. Las pruebas de absorcion cruzada indicaron
que la reaccibn de FC de la B. argentina y de la B. bigemina consistian
cada una de un componente mayor de especie -especifico y un
componente menor de grupo -especifico. Estos resultados sugirieron que
las sustancias asociadas con B. argentina fueron las responsables de las
diferencias en la especificidad, mas bien que el material ontaminado de
origen bovino en las suspensiones crudas.

Mahoney (13,14) reportd la aplicacibn de la prueba de la fijacion del
complemento, para evaluar la resistencia contra la babesiosis bovina
producida por vacunacibn con B. argentina muerta, o por inmunizacién
pasiva de los terneros contra la B. argentina. Los animales inoculados con
B. argentina muerta reaccionaron formando anticuerpos fijadores del
complemento. Estas respuestas de anticuerpos fijadores del complemento
durante el curso de la infeccidbn con Babesia muerte, se usaron como una
guia que indicd que un adecuado estimulo antigéni-o, es determinado por
la produccién de inmunidad protectiva contra la babesiosis. La falta del
suero convalesciente que contenfa un alto nivel de anticuerpos fijadores
del complemento para dar proteccibn, sugiere que estos anticuerpos no
eran importantes en la reaccidbn inmune. Por lo tanto, ninguna correlacibn
positiva entre la capacidad protectiva y el titulo de la fijacibn del
complemento del suero pudo ser demostrada. Los anticuerpos fijadores del
complemento no parecen estar relacionados con la resistencia inmunologica
a la B. argentina.

Frerichs y Colaboradores (4,5) prepararon un antigeno de eritrocitos
infectados con B. caballii La sangre se colectd en ¢l momento de mayor
parasitemia (3,0 a 7,00/0) y los eritrocitos infectados se mezclaron con 10
voliimenes de agua destilada fria y se lisaron en el término de ocho horas
a 40C, El lisado se centrifugd en una centrifuga refrigerada, dos a cuatro
litros por hora, a 2,8 kg de presion de aire por cm2. El residuo formado
en la pared del ciiindro de la centrifuga consistia de parasitos y estroma
de eritrocitos, éste se mezcl6 con soluciGn salina de veronal buferada, se
filtro, liofilizd y almacend a 200C, Las reacciones serologicas de 15
caballos se estudiaron por medio de la prueba de la fijacibn del
complemento. El titulo de la FC permanecid6 por mayor tiempo que la
capacidad de transmitir la enfermedau en 14 de los caballos y éste fue un
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indice' confiable .de exposicion a B. caballi Los autores discuten la gran
dificultad en producir el antigeno de B. caballi, porque la baja produccion
del mismo fue causada por el bajo porcentaje de la parasitemia. El uso de
caballos esplenectomizados junto con la administracion de corticosteroides
sintéticos mejord mucho esta dificultad. La pérdida de especificidad
serologica de la Babesia equi, después de que se hicieron pases en caballos,
fue el mayor problema en la produccion de antigenos para la FC. Este
problema puede obviarse a) obteniendo aislamiento de cepas frescas, bajo
condiciones de campo b) almacenando los parasitos en nitrogeno liquido
antes de que se pierda la especificidad.

Prueba de Precipitacion en Gel (GP): Ristic y Sibinovic (17) obtuvieron un
antigeno del lisado de eritrocitos de caballos infectados en una forma
aguda con B. caballi, por medio de precipitacion con sulfato de protamina.
El antigeno se usd para detectar anticuerpos en caballos con babesiosis,
por medio de la prueba de difusion doble en gel. La reaccidon de suero
equino en precipitacion en gel estuvo correlacionada con la persistencia de
la infeccion latente, demostrada por la transmision de infeccibn de
portadores a caballos susceptibles. La especificidad de la pruecba se
demostrd por la ausencia de reaccibn con sueros de caballos con otras
varias infecciones, incluyendo la anemia viral infecciosa.

Técnica de Anticuerpos Fluorescentes (AF): Ristic y Colaboradores (16)
usaron la técnica de anticuerpos fluorescentes, para estudiar el crecimiento
de eritrocitos y los estados de desarrollo de la Babesia caballi y de 1a B,
equi, aislados de caballos en Florida. Por medio de la técnica fluorescente
se pudo identificar la estructura morfologica de las especies de Babesia en
caballos. La B. caballi comprende la mayor parte de la poblacion
parasitica. Esta especie era méas grande que la mitad del didmetro de un
eritrocito multiplicado por fision binaria y aparece sola o en pares en los
eritrocitos. Los pardsitos de B. equi cran menores que la mitad del
diametro de eritrocitos que se multiplicaban por el sistema de division en
cuatro células hijas y se presentaban solas en grupos de dos a cuatro y
estaban dispuestas de una forma irregular en los eritrocitos.

Ristic y Sibinovic (17) usaron la prueba de inhibicion en una etapa, de
anticuerpos fluorescentes marcados, en la cual un antigeno recacciona
simultaneamente con una mezcla ©  anticuerpos marcados con
fluoresceina, y anticuerpo sin marc.., para detectar anticuerpos
anti-Babesia circulantes. De acuerdo con los autores, la pruebs de
inhibicibn en una ctapa de anticuerpos marcados con fluoresceina, puede
considerarse s6lo como una herramienta de investigacion que requiere un
mayor estudio y evaluacion de su precision y especificidad.

Maden y Holbrook (8) usaron la técnica indirecta de anticuerpos
fluorescentes, para detectar anticuerpos en caballos portadores, que habian
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sido infectados experimentalmente con B. caballi Las reacciones fueron
determinadas com especificas. No hubo reacciones cruzadas con sueros de
caballos portadores infectados experimentalmente con B. equi, cuando se
usaron en la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes para B. caballi,
por lo que la prueba puede usarse para diferenciar las dos infecciones. De
acuerdo con los autores el procedimiento involucrado para preparar los
reactivos y conducir la prueba fueron mas bien directos; sin embargo, la
dificultad aparece en la lectura e interpretacion de los resultados. La
identificaciébn de una reaccion altamente positiva es realmente simple, pero
la diferenciacion entre una reaccion débilmente positiva y una negativa,
requieren considerable experiencia.

Ross y Lohr (18) desarrollaron una prueba indirecta de anticuerpos
flucrescentes para detectar anticuerpos de B. bigemina en suero bovino. La
prueba se consideré6 como altamente especifica y precisa y lo
suficientemente sensible para detectar reactores infectados dos afios antes.
Se obtuvieron respuestas clinicas inmunes y susceptibles, cuando los
grupos de reactores positivos y negativos a la prueba de fluorescencia
indirecta se expusieron a sangre infectada con B. bigemina.

Por este medio fue posible demostrar confiabilidad en la prueba,
interrelacion entre anticuerpos protectores y aquellos detectables por
inmunofluorescencia. Las respuestas serologicas a la inoculacion de la
sangre infectada con B. bigemina sc midicron por la prueba indirecta de
anticuerpos fluorescentes y se encontraron titulos que alcanzaban su
maximo a los 21 dias (1:1280) después de la infeccion, disminuyendo
gradualmente de alli en adelante, pero todavia por encima de los niveles
minimos al final de un periodo de seis meses. Se produjo alguna evidencia
que indico6 una tendencia descendente continuada con respuestas positivas
minimas a la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes, aln faciles de
detectar 18 a 24 meses después de la infeccion experimental.

Prueba de Aglutinacion: Curnow y Curnow (1) reportaron una prueba de
hemoaglutinacion indirecta (HI), para el diagnostico de la infeccion de B.
argentina en el ganado. Eritrocitos de oveja formalinizados y tratados con
acido tanico, se sensibilizaron con un extracto de la mezcla de estroma de
eritrocitos parasitados, usada como antigeno en la prueba de la fijacion del
complemento para B. argentina. Este antigeno también se usd para inhibir
la reaccibn en la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacién. Un antigeno
preparado de estroma de eritrocitos bovinos de sangre no infectada, se uso
para inhibir la pruecba de hemoaglutinacion indirecta y para absorber los
sueros antes de utilizarlos en la fijacion del complemento. Haciendo esto
fue posible remover algunas de las reacciones inespecfficas. La sensibilidad
y especificidad de las pruebas de HI y FC fueron similares.

Todorovic y Colaboradores (23) reportaron una prueba ‘de
hemoaglutinacion para la titulacion de anticuerpos en ratas infectadas con
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B. -rodhaini, Se colectd* sangre: con: heparina- de. ratas no infectadas, para
p'rqi'eer eritrocitos para la prueba y se usd una suspension al 2 ofo ‘de
eritrocitos - ‘tripsinizados. Se prepararon diluciones seriadas de suero en
soluciones salinas fisiologicas. La prueba positiva estaba representada por
un aglutinado simple, que no se rompido ficilmente por la agitacion
manual. Las hemocaglutininas se detectaron por primera vez al sexto dia
después de la infeccion con un alto titulo en el dia 12, coincidiendo éstos
con:la mayor parasitemia.

Curnow (2) reportd una prueba de aglutinacibn para detectar
anticuerpos especificos de B. argentina, usando eritrocitos bovinos
altamente parasitados como antigeno. La reaccibn resultd ser altamente
especifica para cada cepa de B. argenting,

Sibinovic y Colaboradores (22) usaron antigeno polisacirido
termoestable, extraido de eritrocitos de un equino infectado con B. caballi
Y B. equi. Este antigeno se utilizo para la titulacibn de antjcuerpos en el
suero de caballos infectados con babesiosis, por medio de pruebas de
aglutinacion, bentonita y hemoaglutinacion pasiva. Las pruebas de
aglutinacibn con bentonita y hemoaglutinacion pasiva requieren menos
antigeno y dan resultados mis rapidos, en comparacion con la reaccion de
precipitacion en gel. ~

B. Antigenos de sucro de animales portadores usados en pruebas
serologicas para detectar anticuerpos de Babesia.

Sibinovic y Colaboradores (21) observaron una reaccidbn de precipitacion
en gel en una prueba de difusiobn doble, cuando el suero de un caballo
agudamente infectado con Babesia caballi y B. equi reacciond con suero de
un caballo convalesciente. Se encontraron anticuerpos contra los antigenos
del suero a los tres meses después de la infeccion y persistieron en niveles
variables durante siete meses. El antigeno desapareci6 del sucro de caballos
infectados aproximadamente un mes después de la infeccion.

Mahoney (11) encontréo un antigeno circulante en la fase aguda de la
infecciobn con B. bigemina 'y con B. argentina, por medio de la técnica de
difusion en gel.

Los antfgenos del suero aislado de perros con infeccion aguda de B.
canis se absorbieron con partfculas de latex (0,81 micras de diimetro), de
acuerdo con el método descrito por Todorovic y Colaboradores (26) para
absorcion de antigenos cxplasmodiales. Estas particulas sensibilizadas de
latex se usaron como aglutindgenos en una prueba de aglutinacion en los
sueros de perros infectados con B. canis (28). La dcteccion més pronta de
los anticuerpos en la prueba de ALT fue aproximadamente 15 dias
después de la infeccion; dos meses més tarde llegaron a su tftulo maximo
y persistieron a bajos niveles durante los cuatro meses siguicntes a la
infeccibn. La persistencia de las aglutininas del suero estaba generalmente
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correlacionada con la persistencia de un estado port:dor de la infeccion.

‘Mahoney' y Gooder (15) reportaron que dos sustancias antigénicas
estaban presentes en los sueros colectados en la infecciébn aguda con B.
argentina, sin embargo, no se encontraron en ¢l suero del ganado no
infectado. Esto se demostrd por medio de la prueba de precipitacion en
gel. El antisuero, contra suero de ternero infectado, preparado en conejos
y luego absorbido con suero normal de ternero, contenia anticuerpos
precipitantes para los componentes existentes en el suero de terneros
infectados. Ese suero ha sido usado intentando caracterizar las sustancias
antigénicas producidas durante la infecciébn aguda con B. argentina. La
primera de estas sustancias antigénicas fue inmunologicamente idéntica al
fibrindgeno bovino y la segunda es un pigmento macromolecular compiejo
que se encuentra en el tejido del ganado normal. No se detectaron
antigenos solubles en el suero de origen parasitico, tales antigenos quizas
no indujeron una respuesta fuerte de precipitaciéon o se encontraban en tan
escasa cantidad que su hallazgo estaba mas alld de la sensibilidad de la
prueba de difusibn en gel usada en su estudio.

Ferris y Colaboradores (3) discutieron el significado y aplicacion de los
antigenos de Babesia hallados en el suero en el serodiagnostico de
babesiosis. Se sugirid una nueva terminologia para cstos antigenos . ;:ubles
hallados en el suero o en el plasma durante la infeccion aguda de Babesia.
Como son diferentes los antigenos eritrociticos se denominaron
ectoantigenos. Estos ectoantigenos son de naturaleza compleja y contienen
péptidos, lipidos, fosfatidos y polisacaridos y pueden usarse para la
estimulacion de anticuerpos protectores y también en el diagnostico de la
infeccidbn aguda y cronica de las especies de Babesia en animales y en el
hombre,

3. MATERIALES Y METODOS .

Los experimentos se hicieron con el fin de evaluar las varias técnicas
serologicas para diagnosticar anticuerpos de Babesia en el ganado y para
desarrollar una nueva prueba serologica para el diagnostico de la infeccion
de Babesia. La investigacion se realizO en el Laboratorio de Investigaciones
Médicas Veterinarias del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
Bogota, Colombia. .

Prueba de la Fijacion del Complemento: Esta prueba usada para detectar
anticuerpos de Babesia en el suero de animales infectados (9), se modifico
en nuestro trabajo. La técnica consiste (1) aislamiento, purificacion y
titulacion de los antigenos de Babesia; (2) preparacion del sistema
hemolitico; (3) titulacion del complemento y (4) ejecucibn de la prueba en
tubo y en sistema de microtitulacion,
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‘Ai%lémie’nto‘y"phrjfica’cibn’de‘ los antigenos de Babésia,
guifiL ey . 0, T Co v
S8 M ntenimiento de la infeccibn: Diez terneros Holstein de dos
..atres meses de edad se esplenectomizaron bajo anestesia general
- (Equi-Thesin, Jen-Sal, 25-40 ml, L.V. por animal). Después de esta
operacion los terneros se examinaron dos veces por semana durante
tres semanas y de alli en adelante semanalmente por dos meses, siendo
negativos a hematozoarios. Estos ternercs se infectaron con cepas
puras de Babesia bigemina y Babesia arge..ina o ambos organismos.
Cuando la parasitemia alcanz6 un alto porcentaje se hicieron tres pases
en otro grupo de terneros esplenectomizados. Después del tercer o
cuarto pasaje en terneros esplenectomizados se observo

‘aproximadamente un 50 o/o de parasitemia para B. bigemina.

b. Preparacion de antigenos de Babesia: Se usaron dos técnicas para
. el aislamiento de los antigenos de Babesia.

Técnica 1. Se colecio sangre de ternero esplenectomizado altamente
parasitado, por canulacion de la arteria carbtida. Se colectaron tres a
cinco litros de sangre en un recipiente que contenia EDTA (1,2 gflitro
de sangre) como anticoagulante. Desputs de la coleccion, la sangre se
dejo en nevera (3,50C) por tres horas para procesarla posteriormente.
Se separd el plasma de los eritrocitos infectados por centrifugacion, en
una centrifuga IEC a 2.500 rpm durante 20 minutos, y se guardo para
ajslar antigenos solubles. Los eritrocitos infectados se lavaron dos
veces con solucion salina fisiologica estéril (NaCl 0,850/0) y cada vez
se centrifugd como se hizo al principio y finalmente se resuspendicron
los eritrocitos en 10 veces su volumen cn veronal buffer (pH 7,2-7.4).
Después de lavar los eritrocitos, se fragmentaron por zonificacion. Este
proceso se hizo tomando un volumen de 150 ml de eritrocitos el cual
se suspendid en un bafio de agua helada (3-50C) se zonificd por cinco
minutos con una energia de 50 vatios (Sonificr, Cell Disruptor, Model
W185, Heat-Systems Ultrasonic, Inc., Plhinview, N.Y.). Las
suspensiones de erntrocitos infectados que se zonificaron fueron
centrifugados en una centrifuga refrigerada automatica Sorvall
Superspeed RC2B durante 30 minutos a 5.000 xg. Después de
centrifugar se guardo el sobrenadante para estudios posteriores (So-1)
y el sedimento (se-I) se resuspendio (10 veces su volumen) en agua
destilada estéril. Luego s¢ homogenizd en un homogenizador de
tejidos (Pyrex 40 ml) por 15 golpes y se centrifugd de nuevo en la
centrifuga sorvall por 30 minutos a 5.000 g. E! sobrenadante
resultante (So-II) se usd en la fijacion del complemento como
antigeno A de Babesia. El sedimento Il se resuspendi6 en agua
destilada estéril, se homogenizd y recentrifugd como en el proceso
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anterior. El sobrenadante IIlI se recolectd, y se usb6 en la prueba de
fijacion del complemento como antigeno B de Babesia. Esta técnica se
repiti6, hasta obtener antigenos C y D. El procedimiento descrito
antenorm‘mte puede repetirse ‘mientras se halle actividad antigénica en
'los sedimentos. Los procedimientos descritos arriba deben hacerse el

, mismo dia en que se colecte Jla sangre,

Técnica 2. Se colectd de un ternero esplenectomizado altamente

.infectado, como en la técnica 1 y se centrifugd inmediatamente a
. 2.500 rpm durante 20 minutos. El plasma se decantb y se guardd para

aislar antigenos solubles. Los eritrocitos infectados se lavaron dos
veces en solucion salina fisiolobgica estéril. Después de centrifugar se
agregb al sedimento 10 volimenes de agua destilada estéril fria. Esta
suspension se colocd en el refrigerador a 3-50C por una hora para
permmr la lisis de los eritrocitos. Si la lisis no es completa la
suspension se deja en el refrigerador por una hora mas. Este lisado se
centrifugd nuevamente a 5.000 g durante 30 minutos en la centrifuga
Sorvall. El sedimento se suspendi6 en una cantidad igual de veronal
buffer pH 7,3. Se diluyeron 200 ml de esta suspension en veronal
buffer para hacer un litro. Esta suspensibn se hornogenizd en el
homogenizador de tejido Pyrex por un total de 15 golpes y se guardd
a -600C en ampollas de 10 ml. El contenido de las ampollas se
descongeld y se procesd posteriormente como se describid en la
técnica 1, para aislar antigenos A, B, C y D el dia en que se hizo la
prueba.

“ Titulacion de antigends de Babesia.

1

Las suSpenstones antigénicas se diluyeron en veronal buffer pH 7,3
hasta 1:128 o més. La titulacibn se hizo con un suero h;,erdmente

,posmvo ( 4+a 1:5) conocido, suero negativo, fracciones antigénicas,

vnal buffer pH 7,3, complemento y sistema hemolitico, de acuerdo
cun el procedlmlento indicado en la Tabla 4 de “A Manual for
Conducting the Complement Fixation Test for Anaplasmosis, ARS,
USDA (1958)” (27). Cuando cl punto final de la titulacién fue
determinado, se calcul6 la dilucion deseada del antigeno de Babesia y
se ust la prueba de fijacion del complemento.

.Preparacion del sistema hemolitico.

Se sangro de la vena jugular una oveja adulta normal, en un recipiente
de 500.ml que contenfa 150 ml de solucion Alsever hasta que el nivel

.totaliz6 300 ml bajo condiciones asépticas, Se mezclé suavemente y se

guardd en nevera (40C). Esta suspension de reserva se refrigerd, por un



dfa antes de usarla en la prucba de la Iuau()n del complemento y
pu«.dc guardarse y usarse durante dos semanas si no ocurre hemolisis.
El contenido del recipiente con ¢l material de reserva s mezcld por
‘rotacion lenta, cada dia que se necesitd eritrocitos de oveja para la
prueba de la fijacibn de complemento. Para los requerimigntos de la
prueba se removiecron por medio de una pipeta estéril globulos rojos
suficientes y se colocaron en un tubo de centrifuga conico graduado.
Esta suspension sc centrifugd en una centrifuga IEC a 1.000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se decantd por suspension a
través de una pipeta capilar quitindole totalmente la capa de globulos
blancos. Los globulos rojos se lavarop tres veces con cinco volimenes
de veronal buffer pH 7,3 y finalmente se suspendicron los globulos
rojos en veronal buffer para hacer una suspension al 2 o/o que se usod
en la prueba. Si ¢l sobrenadante no era completamente incoloro, en la
tercera lavada, las células sc consideraron demasiado frigiles y no se
usaron en la prueba del FC. En esta | rueba se usd <hemolisina
comercial. La hemolisina ant. oveja preservada a partes iguales en
glicerol, ¢s producida por Sycco-Sylvanna, Milburn, New Jersey, USA.
Se diluyeron dos unidades de hemolisina en 0,5 ml de veronal buffer
pH 7,3. La titulacion y la dilucibn de la hemolisina se hicieron de
acuerdo con el procedimiento descrito en “A Manual for Conducting
the Complement Fixation Test for Anaplasmosis, ARS, USDA
(1958)” (27).

En la preparacion del sistema hemolitico se mezclaron y guardaron a
3-50C durante un dfa antes del uso para FC, en cantidades iguales de
la suspension al 2 ofo de critrocitos de oveja y de hemolisina titulada
diluida.

Titulacion del complemento.

Para la prucbu de . la FC se utilizb complemento de cobayo liofilizado,
‘producto comercial de Texas Biological Laboratories, Inc., Fort
‘Worth, Texas, el cual consiste en una mezcla de suero total fresco de
animales adultos normales. Al complemento liofilizado se agregd cinco
ml-de la solucion restauradora que viene con ¢l producto. El
‘complemernto entonces se tituld de acuerdo con el procedimicnto
‘descrito en “A Manual for Conducting the Complement Fixation Test
for Anaplasmosis, ARS, USDA (1958)” (27).

Ejecucion de la Prueba de la Fijucion del Complemento. Cuando se
'Lstandarlzaron todos los componentes se llevod a cabo la prucba de la
FC 'como sigue: Por cada muestra de sucro se usaron dos tubos que
contenfan veronal buffer (0,4 y 0,9 ml), a los cuales se les adiciond
O,I' ml dc sucro; el segundo tubo (0,9) se us6 como control, Los
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tibos 's¢ colocdron en”bafio marfa a 56°C durante 30 minutos para
‘inactivar las muestras, después se removieron del bafio .y se les dejo a
temperatura ambiente durante 90 minutos. Luego se agregbd 0,5 ml de
antigeno de Babesia al primero de los tubos y no se agregb al segundo
que sirve como control anticomplementario. Se adicionaron dos
unidades, 0,50 ml de complemente a ambos tubos, se agitaron y se
incubaron por una hora en bafio maria de 370C. Luego se agregb un
‘ml de sistema hemolitico a ambos tubos, nuevamente se agitaron y se
incubaron durante 45 minutos en el bafio maria a 370C Los
resultados se leyeron inmediatamente o después de 12 horas. La
‘lectura inmediata puede hacerse después de centrifugar a 1.000 pm
durante dos a tres minutos en la centrifuga IEC. La lectura a las 12
horas puede llevarse a cabo s1 los tubos se refrigeran por una noche a
40C, ' '

Todos los sueros controles deben estar hemolizados completamente
puesto que no contienen antigeno. Si algiin control presenta
eritrocitos no hemolizados, la muestra es ‘““anticomplementaria”
falsa-positiva y el status de la muastra puede determinarse por
‘procedimicntos especiales. Los tubos que contienen el antigeno de
Babesia pueden meostrar reaccién desde hemolisis completa (prueba
negativa) hasta fijacion completa (prueba positiva). Las
interpretaciones que caen dentro de estas dos reacciones son como
sigue: 4+no hay hemolisis -muestra fuertemente positiva; 3+ligera
hemolisis -muestra positiva; 2+50 ofo hemolisis -muestra ligeramente
positiva; 14 considerable hemolisis -muestra sospechosa y completa
hemolisis -muestra negativa.

6. Titulacibn del Suero.

'»Se hace para determinar el.nivel de anticuerpos en el ntmero de
muestras positivas identificadas por la prueba rapida. Esto se logro por
medio de dilucion seriada del suero en veronal buffer pH 7,3 hasta
una dilucion final de 1:1280 de acuerdo a la técnica descrita en “A
Manual for Conducting the Complement Fixation Test for
Anaplasmosis,"ARS, USDA (1958)” (27), por medio de la técnica de
la microtitulacion descrita por Hidalgo y Dimopoullos (6), para el
diagnostico dc la anaplasmosis bovina. Las técnicas de microtitulacion
modificadas son las siguientes: En un tubo estéril que contenia 0,3 ml
de veronal buffer, s¢ agregd 0,2 ml de suero probado. El tubc se
colocd en un bafio a 560C por 30 minutos. Por medio de una
micropipeta plastica (Microtiter long delivery tester, Cooke Eng. Co.,
Alexandria, Va.) se agregd una gota de veronal buffer (0,025 ml), en
una bandeja plastica apropiada para esta prueba (Linbro IS-
MRC-96). Luego se sumergid6 un asa metalica precalibrada (Pipette
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.dropper MFG No. 220-5) (0,025 ml) en un tubo que contenfa suero
inactivado y se colocd en el primer orificio de la bandeja pléastica. El
,asa. se rotd y transfiri6 al siguiente orificio y asf sucesivamente - io0s .
,deméas, para hacer diluciones desde 1:5 hasta 1:640. Con una
micropipeta plastica (0,025 ml) se adiciond una gota Je antigeno de
Babesia a cada una de las diluciones. Luego se agregd una gota (0,025
.ml) de complementr a cada dilucién y se incubd por una hora a
370C. Después de la incubacién se agregaron con micropipeta dos
.gotas (0,050 ml) le sistema hemolitico a cada dilucion y la bandeja
. plastica se cubrib con una cubierta adhesiva (Linbro Chemical Co.,
New Haven, Conn.) y se incubb a 37°C durante 45 minutos. La
reaccion se leyd utilizando el espejo concavo después de dejar la
bandeja en nevera (3-50C) durante 2-24 horas (Figura 1).

Prueba de doble difusion en gel: El aislamiento de los antigenos solubles
de especies de Babesia que pueden usarse en una prueba de precipitacion
en gel, se logro por precipitacion del sobrenadante de eritrocitos lisados de
ganado con infeccion aguda, por medio de sulfato de sodio o columna de
cromatografia (24). Por medio de la prueba de difusion en gel fue posible
estudiar la reaccion serologica cruzada entre la B. argentina y la B.
bigemina (Figura 2). El uso de la inmunoelectroforesis (25), en el anélisis
de los antigenos solubles de Babesia, ha demostrado de nuevo el excelente
poder resolutivo de esta técnica.

Pruebas de Aglutinacién: La hemoaglutinacion con antigenos solubles de
Babesia y eritrocitos sensibilizados tratados con 4cido ténico se ha
realizado en nuestro laboratorio para detectar anticuerpos de Babesia (1).
También se usd la prueba de la aglutinacién del latex en tubo (26) y las
reacciones observadas pueden ofrecer informacion cualitativa y
cuantitativa,

4, RESULTADOS Y DISCUSION

Los sueros de bovinos, natural y experimentalmente infectados con
babesiosis, se sometieron a la prueba de la fijacibn del complemento
durante un periodo de dos afios. Se probd un total de 5.420 muestras de
sangre de ganado durante este perfodo. Estas muestras se obtuvieron de
animales en varios hatos experimentales, localizados en el Valle del Cauca,
Magdalena Medio, Llanos Orientales y zona de Monteria, los cuales tenian
historias conocidas de babesiosis y de animales infectados artificialmente
en el Laboratorio de Investigaciones Médicas Veterinarias (LIMV-ICA) en
Bogota. Diariamente se colectd suero de animales antes y después de la
infeccion artificial o transmitida por garrapatas. En las muestras colectadas
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antes"dé la‘incculacion de sangre infectada‘con B. bigemina y B. argentina,
la *fijacion ‘del’ complemento fue negativa’ y:permanecid de esta manera
hasta el’octavo dfa después de la inoculacion. En ¢l 100. dia se observod
una reaccion ‘de 2 con un titulo de 1:10. El dia siguiente la muestra did
una reaccibn de 4 con un titulo de 1:40. Se observd B. argentina y B.
bigemina en extensiones sanguineas coloreadas con Giemsa cuatro dias

después de la parasitemia. La maxima parasitemia observada en el dia
ocho post-inoculacion coincidi6é con el primer dia de la respuesta del
anticuerpo fijador del complemento, el cual persisti6 de una manera
variable hasta la muerte de los animales. Ha habido una concordancia
excepcional entre la reaccion de la fijacién del complemento y las
historias conocidas de animales con infeccion natural o por inoculados con
sangre infectada. Las muestras de sueros de las fincas particulares en el
Valle del Cauca, Magdalena Medio, Llanos Orientales y zona de Monterf{a,
dieron una reaccion de acuerdo con la historia del animal
Aproximadamente el 95 ofo fueron positivos mientras que un S ofo
dieron reacciones discordantes. Estas ultimas se presentaron ¢specialmente
en el suero de algunos de los animales portadores. Se esta llevand~ a cabo
un trabajo adicional para probar la precision de la prueba en el campo, a
través de inoculaciones en animales. Esta precision de la prueba de la
fijacion del complemento para la babesiosis bovina es uno de los temas de
nuestras futuras investigaciones. La prueba de la fijacion del complemento
descrita por Mahoney (9), se ha usado desde 1964 para el control de Ila
infeccibn de B. argentina en el ganado de Australia. Apro¥imadamente 0,5
o/o del ganado examinado ha mostrado una reaccion positiva a la fijacion
del complemento, pero ha sido negativa para una prueba de transmision.
Esto representa hasta 10 veces el nimero de animales infectados en
algunas areas (10).

En este trabajo también se encontraron reacciones positivas-falsas a la
prueba de la fijacibn del complemento. Queda el interrogante si la
infeccibn, o la vacunacion contra otras enfermedades puede presentar una
reaccibn cruzada con la babesiosis. Los estudios futuros se orientaran para
precisar la especificidad de la prueba en sueros recolectados de animales
infectados con otras enfermedades bovinas comunes en el tropico, o
premunizados contra la anaplasmosis bovina. La naturaleza especifica de la
prueba de la fijacion del complemento se estudiard mas profundamente en
relacion con el uso de antfgenos de suero o plasma obtenidos en la
babesiosis aguda o antfgenos més purificados del parisito y ademis la
relacibn serolbgica entre la B. bigemina y la B. argentina de cepas
diferentes. El antfgeno usado en este trabajo se pudo producir en
cantidades, pero tuvo la desventaja de contener demasiada hemoglobina y
algunos lotes fueron anticoraplementarios. Para el futuro se planea utilizar
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la“cromatografia-en columna para producir un antfgeno de Babesia s’
puro.” Este proceso removera la mayorfa de la hemoglobina y resultari un
antigeno mas uniforme. La fijacién del complemento usada en nuestro
laboratorio para el diagnostico de la babesiosis bovina ha demostrado ser
especifica, Como es obvio, los errores mecanicos y técnicos que se
presentan en otros procedimientos de fijacion del complemento, también
se aplican a nuestra técnica. Sin embargo, cuando la prueba se lleva a cabo
cuidadosamente usando un antigeno aislado de una sangre altamente
infectada, dcbe ocurrir un error mfnimo de precision y especificidad. Los
antigenos usados en este procedimiento se originaron de eritrocitos y dei
suero de animales con babesiosis aguda y se encontraron ftiles para
detectar anticuerpos especificos de Babesia. Debido a las impurezas, los
antfgenos sblo pueden usarse en la prueba de la fijacion del complemento.
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FIGURA 1. Fotografia de [a reaccion de la fijacién det complemento en el sistema de microtitulacion,
para detectar anticuerpos especificos de Babesia. Las filas 25 y 26 contienen suero de animales
infectados con Babesia en las cuales se observa un titulo de 1:20; ias filas 27 y 28 tienen un titulo de
1:80. La fila 29 muestra un titulo de 1:40. La fila 30 tiene un suero negativo como control, el cual
presentb una reaccibn negativa.
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. Bajo estas circunstancias las variables y dificultades inherentes a la CF se
hacen méas pronunciadas y la confiabilidad de esta prueba se reduce.
Ademais de la prueba de la fijacion del complemento que se ha usado en
nuestro laboratorio, s¢ han hecho intentos para aplicar las técnicas de
inmunoelectroforesis y difusion doble de gel, para caracterizar la reaccion
antigeno de la B. bigemina y de la B. argentina. En el sistema de difusion
en agar se observd una reaccion cruzada entre el antigeno de la B.
bigemina y los anticuerpos contra B. argentina. La aplicacion de las
prucbas de aglutinacion del litex y hemoaglutinacion para detectar los
anticuerpos de Babesia todavia se investigan en nuestro laboratorio.

Los métodos diseiiados hasta la fecha para el diagnostico serologico de
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FIGURA 2, Fotografia de la reaccibn de la precipitacibn en gel entre el antlgeno de Babesia bigemina
aistado de la sangre de ganado infectado en forma aguda con 8. bigemuna y de sueros de ganado con
habesiosis latente. E! orificio {a} contiene antigeno de B. biggrmna y los orificios periféricos 1y 4
contienen suero de ternerus recuperados de 8. bigemina. El orificio 5 contiene suero de un ternero
recuperado de Babessa argentina.

No hubo reaccibn entre el antigeno de B. bigemina y los sueros de los terneros no infectados, orificios
2,3y6.
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la-‘babesiosis bovina' todavia son imperfectos.: Se’ requiere mas investigacion’
y es'necesario estandarizar los procedimientios serologicos especialmente
para’ el uso prictico. Sin embargo, las técnicas imperfectas disponibles,’
sirven para el diagnostico de la babesiosis bovina.

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

. ‘EI}‘,descubrimiento del estado portador de la babesiosis bovina ha
presentado un problema particularmente dificil, dado que la sangre de un
alto porcentaje de animales, no contiene parisitos de Babesig suficientes
para efectuar un diagnostico. Por lo tanto, en los Gltimos tiempos ha
habido mucho interés para el desarrollo de una técnica serologica, que
ayude en el diagnostico de la babesiosis.

En esta revision sc ha hecho un intento para compendiar y discutir los
avances recientes e¢n el diagnostico serologico de la babesiosis, con especial
atencion a los procedimientos serologicos usados en el Laboratorio de
Investigaciones Médicas Veterinarias en Bogota, Colombia, para detectar
anticuerpos de Babesia en ganado infectado. En las dos Gltimas décadas los
conocimientos fundamentales con relacion a la inmuno-serologia de las
diferentes especies de Babesia, han llevado al desarrollo de los
procedimientos scrodiagnosticos para el hallazgo de los anticuerpos de
Babesia. Los antigenos usados en estas técnicas, se obtuvieron de
eritrocitos parasitados y de suero o plasma de animales con babesiosis
agudas y se aplicaron en varias pruebas serologicas. La reaccion de la
fijacion del complemento constituyd una de las primeras pruebas para el
diagnostico de la babesiosis.

En afios recientes ha habido considerable progreso pura mejorar la
prueba de la fijacion del complemento, para el diagnostico de la babesiosis.
Ademis se han aplicado las técnicas de precipitacion en gel, anticuerpos
fluorescentes y aglutinacion, para detectar anticuerpos cspecificos de
Babesia, utilizando antigenos tanto de eritrocitos parasitados, como de
suero obtenido en la fase aguda de lz enfermedad. Las investigaciones
descritas en este informe se realizaron con el fin de evaluar las técnicas
existentes para el diagndstico de la babesiosis bovina, y desarrollar otras
nuevas. La investigacion se hizo con la cooperacion del Instituto
Coloinbiano Agropecuario en el Laboratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias en Bogotd Colombia. Se aislaron antigenos de las diferentes
especies de Babesia por medio de dos técnicas y se usaron en la prucba de
la fijacion del complemento para hallar anticuerpos de Babesia, en ganado
experimental y naturalmente infectado. Por medio de la fijucion del
complemento fuc posible detectar anticuerpor especificos de Babesia en el
suero de ganado, ocho dias después de la infeccion por inoculacion de
sangre infectada. Se probd un total de 5.420 mucstras de sucro de ganado
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infectado .con babesiosis. Estos animales estaban situados en varios hatos
experimentales localizados en el Valle de <. uca, Magdalena Medio, Llanos
Orientales y zona de Monteria, con | .-tor us conocidas de babesiosis y de
animales infectados artificialmente - I Laboratorio de Investigaciones
Médicas Veterinarias, en Bogoti. Aproximadamente el 95 o/o de estas
muestras fue positivo, mientras que el 5 ofo presentd reacciones
discordantes. Ademas de la prueba de la fijacion del complemento usada
en nuestro laboratorio, se han hecho intentos para aplicar la técnica de la
doble difusibn en gel, para la caracterizacibn de la reaccion
antigeno-anticuerpo de las distintas especies de Babesia. Se observd una
reaccibn cruzada en este sistema entre la B. bigemina y 1a B. argentina. La
aplicacion de las pruebas de aglutinacion del latex y de hemoaglutinacibn,
para el hallazgo de los anticuerpos de Babesia todavia son objeto de
investigacion en nuestro laboratorio. Como resultados de estas
investigaciones y observaciones, es aparente que se necesita més trabajo
para desarrollar una técnica serolbgica practica, para el diagnostico de la
babesiosis, que ayude a resolver este problema biologico complejo en las
areas tropicales y subtropicales del mundo.

6. SUMMARY

The detection of the carrier state of bovine babesiosis has presented a
particularly difficult problem, since the blood from a high percentage of
carrier animals does not contain sufficient Babesia parasites on which to
base the diagnosis. Therefore, much past interest has been concerned the
development of serologic technique that would aid in diagnosing
babesiosis.

In this review an attempt has been made to summarize the recent
advances on serodiagnosis of babesiosis with special attention to the
serologic procedures used in ‘“Laboratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias” at Bogota, Colombia for detection of babesial antibodies in
the infected cattle. In the last two decades some fundamental knowledge
concerning the immuno serology of several Babesia spp. has led to the
development of serodiagnostic procedures for dectection of Babesia
antibodies. The antigen used in these techniques originated from
parasitized erythrocytes and serum or plasma of anin.~ls with acute
babesiosis, and they were applied in several serologic tests. The
complement fixation reaction constituted one of the earliest test for the
diagnosis of babesiosis. In recent years considerable progress has been
made in an improved complement fixation test .or the diagnosis of
babesiosis. In addition, the gel precipitation, fluorescent antibody, and
agglutination techniques have been applied for detection of specific
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Babesia. antibodies utilizing antigens from the parasitized erythrocytes as
well as acute serum.

The investigations described in this report were conducted to evaluate
the existing technique for diagnosing bovine babesiosis and to develop the
new ones. Research was carried out with the cooperation of the Instituto
Colombiano Agropecuario at Laboratorio de Investigaciones Médicas
Veterinarias in Bogota, Colombia. Antigens of Babesia spp. were isolated
by means of two techniques and they were used in complement fixation
test for detection of Babesia antibodics in cattle experimentally and
naturally infected. By means of complement fixation test it was possible
to detect specific antibodies in serum of cattle 8 days after blood-borne
infection. A total of 5.420 serum samples of cattle infected with
babesiosis were tested. These animals were located in several experimental
herds located in Valle del Cauca, Rio Magdalena, Llanos and Monteria,
with known histories of babesiosis and from animals artificially infected at
the Laboratorio de Investigaciones Médicas Veterinarias mm  Bogotd.
Approximately 95 per cent of these samples were positive whereas, about
5 per cent gave discordant reactions. In addition, to the complement
fixation test used in our laboratory, attempts have been made to apply
gel-double diffusion technique for characterization of Babesia spp.
antigen-antibody reactions. A cross reaction was noted in this system
between Babesia bigemina and Babesia argentina. The application of
latex-agglutination and hemagglutination tests for detection of the Babesia
antibodies are still under investigation in our laboratory. As a result of
these investigations and observations, it is apparent that more work is
needed for development of the practical serologic technique for diagnosis
of babesiosis and to help solve this complex biological disease problem in
tropic and subtropic areas of the world.
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