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RESUMEN 

Una cepa de Babesia argentina (B. bovis), aislada en Montería, 

Colombia, en el año de 1971 fué atenuada por pasajes continuos en 
terneros esplenectomizados. La atenuación empezó a observarse a 

partir del pasaje No. 23. Un estudio estadístico comparativo hecho 
en un grupo de 50 novillos inoculados con 1010 parásitos de B. ar- 
gentina mostró resultados comparativos significativos entre grupos 

de animales inoculados con una cepa virulenta (pasaje No. 6), una ce- 

pa atenuada (pasaje No. 27) y un grupo control no inoculado. De 

los 20 animales inoculados con la cepa virulenta 19 mostraron sínto- 

mas clínicos de babesiosis aguda y 9 animales murieron entre los días 

Il a 14 post inoculación (P.1.). Ninguno de los 30 animales del gru- 

po inoculado con la cepa atenuada mostró síntomas clínicos de la 

enfermedad. Se observó únicamente ligera disminución del hemato- 

crito al día 14 PI ( 6.50/0) y leve aumento de la temperatura al día 

PI( +. 320€). Las implicaciones de la utilización de esta cepa para 

el control y la prevención de la babesiosis bovina son discutidas. 

* Contribución del Instituto de Medici INTRODUCCION 
na Veterinaria Tropical (ITVM), Uni- 

versidad de Texas ASM, College Sta- La babesiosis bovina es una de las en- 
Ai, Texas 71843, el Centro Interna- fermedades de mayor importancia de las 
cional de Agricultura Tropical ganaderías situadas en el trópico, donde 
(CIAT), Apartado Aéreo 67-13, Cali, — existe su vector la garrapata Boophilus 
Colombia y el Instituto Colombiano microplus (1). En Colombia se han repor- 
Agropecuario (1C A). tado dos tipos de Babesia que afectan al 
Este trabajo fué realizado con la ayu- ganado; la Babesía bigemina y la Babesia 
da de la Agencia Internacional parael argentina o Babesia bovís (2,7, 10, 18). 
Desarrollo AID. 
  La distribución de estos dos tipos de: 

Babesia en Colombia se ha determinado 
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por estudios epidemiológicos hechos en 
varias regiones del país (6, 8). En las zo- 
nas endémicas prevalece la E bigemina 
sobre B. argentina, la razón que explique 
este fenómeno no está muy claro todavía 
ya que los dos organismos son transmiti- 
dos por el mismo vector, aunque en dife- 
rentes estados de su desarrollo (11, 12). 
Algunos trabajos de campo realizados en 
el Valle del Cauca han mostrado que la B. 
argentina parece ser responsable de un 
mayor número de casos clínicos que la B. 
bigemina (8). Esto está en relación con 
las prevalencias ya reportadas, pues en el 
caso de los hemoparásitos la incidencia es- 
tá inversamente relacionada con la preva- 
lencia, es decir a menor prevalencia ma- 
yor número de casos clínicos. 

La B. argentina por ser transmitida 

en la fase larvaria de la garrapata 8. mí- 
croplus, es responsable del mayor número 

de muertes de animales movilizados de 

zonas libres de la enfermedad a zonas en- 

démicas (8). En estas condiciones la in- 

fección suele aparecer en la segunda sema- 

na después de la movilización y la muerte 

se presenta en el transcurso de unos días. 

Los animales que se recuperan de la infec- 

ción por B. argentina, por lo general, no 

sufren una infección severa con B. bigemi- 

na. 

La prevención de la enfermedad en 

Colombia y en Latinoamérica se ha veni- 

do practicando con los sistemas tradicio- 

nales de premunición y quimioterapia 

(15, 17, 18). Se han hecho ensayos con 

vacunas liofilizadas utilizando parásitos 

muertos o suero de animales recuperados, 

con resultados muy inconsistentes (16). 

Otro sistema que se ha ensayado experi- 

mentalmente es el de las dosis mínimas 

infectivas (9). 
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«En Australia, donde la Babesiosis ho. 

vina representa un serio escollo al desarro. 
llo de la ganadería, se logró atenuar una 
cepa de B argentina por pasajes conti- 
nuos en terneros esplenectomizados (13). 

Esta cepa está siendo utilizada en la ac- 

tualidad para la vacunación masiva del pa- 

nado susceptible (5). En este trabajo se 

presentan los resultados del comporta- 

miento de una cepa de B. argentina de 

origen colombiano. atenuada también por 

pasajes continuos en terneros esplenecto- 

mizados. 

MATERIALES Y METODOS 

Animales Experimentales. Todos los 

animales utilizados para los pasajes y 

comparación de patogenicidad fueron ob- 

tenidos de zonas libres de hemoparásitos 

y garrapatas, (Sábana de Bogotá, altitud 

2.600 metros y Puracé Cauca, altitud 

3.000 metros). Para los pasajes se utiliza- 

ron 28 terneros lHolstein Friesian con cda- 

des entre 6 a 12 meses. Estos terneros 

fueron esplenectomizados por lo menos 

dos meses antes de ser infectados con B. 

argentina. Para los estudios de patogeni- 

cidad se utilizaron 60 novillos intactos ra-. 

zas Holstein x Normando con edades pro- 

medias de 18 meses. Durante la realiza- 

ción del ensayo los animales fueron man- 

tenidos en unidades de aislamiento del 

CIAT localizadas en Palmira (altitud 

1.024 metros) y alimentados con concen- 

trado comercial. 

Aislamiento y conservación de las ce- 

pas. El primer aislamiento de la cepa de 

B. argentina se hizo en Montería (altitud 

24 metros) colocando un ternero esple- 

nectomizado en un potrero infectado con 

garrapatas Boophilus microplus. La san- 

gre infectada se recolectó en EDTA al 
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100/0 y se preservó con Glycerol al 

11.60/0 a 600€. Hasta el pasaje 11 se 

utilizó Glycerol como preservativo y tem- 

peraturas entre  200C a  600C para al- 

macenamiento de las cepas; pero a partir 

de este pasaje se utilizó una solución 4 

Molar de Dimetil sulfoxido (4M-DMSO) 

mezclada a partes iguales con sangre de 

acuerdo al método descrito anteriormente 

por uno de los autores (9). La conserva- 

ción de las cepas a partir de este pasaje se 

hizo utilizando nitrógeno líquido 

(19600). 

Inoculación de animales. Para la 

purilicación y atenuación de la cepa se 

utilizó sangre completa o estabilizado en 

cantidades variables según se describe en 

la Tabla 1. A partir del pasaje No. 12 se 

hicieron inoculaciones rápidas (cada 4 6 $ 

días) en un grupo de | 2 animales utilizan- 

do 10 ml de sangre fresca como cantidad 

minima del inóculo. 

Para la comparación de la patogeni- 

cidad de las dos cepas la cantidad utiliza- 

da como inóculo fué de 1010 parásitos de 

B. argentina. El número de parásitos por 

ml de sangre fué calculado teniendo en 

cuenta el recuento de glóbulos rojos y la 

parasitemia al momento del aislamiento. 

Veinte terneros se inocularon con B. ar- 

gentina cepa virulenta (C.V.) correspon- 

diente al pasaje No. 6 y 30 terneros se 

inocularon con la cepa atenuada (C.A.) 

correspondiente al pasaje No. 27. Diez 

terneros no inoculados fueron dejados co- 

mo controles. 

Evaluación de las parasitemias y hema- 

tocritos. Se hicieron frotis delgados y 

gruesos coloreados con Giemsa los cuales 

fueron examinados microscópicamente a 
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1.000 X. Las parasitemias se determina- 

ron en forma de cruces (+) según el mé- 

todo descrito por Callox et al, 1974 (4) 

así: 

+ 1 parásito por 5.000 glóbulos ro- 

jOS 

++ 1 parásito por 330. 5000 glóbu- 

los rojos 

E++ 0.33 20/0 de los eritrocitos in- 

lectaos 

+ + + + >20/0 de los eritrocitos infectados. 

Los hematocritos se determinaron 

con una microcentriftuga capilar Clay 

Adams. 

Análisis estadístico. Se hizo análisis 

de varianza según el método DRS (dife- 

rencia requerida para significancia) para la 

comparación de la patogenicidad entre los 

dos grupos inoculados y el grupo control 

(14). 

aumento de la temperatura (por encima 

de 390) y disminución del hematocrito 

a partir del día cero P.1. 

Los parámetros utilizados fueron 

RESULTADOS 

El primer aislamiento de campo de B. 
argentina se hizo en Montería en el año 

de 1971. Para tal efecto un ternero esple- 
nectomizado (No. 456), nacido en una 
zona libre de hemoparásitos fué colocado 
en un potrero infectado con garrapatas 8. 
microplus. Parásitos de B. argentina se 
observaron al día 12. Al día 14 cuando la 
parasitemia era de 1.50/0 se recolectó 
Sangre para preparación de estabilizado. 
El proceso de purificación se hizo en 5 
terneros esplenectomizados. El primer 
animal (No. 240) fué inoculado con 
100 ml del estabilizado preparado del ter- 
nero No. 456. A partir del momento en 
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que se hizo la identificación morfológica 
del parásito se hicieron cuatro pasajes 

continuos cada 4 ó 5 días. En el último 

ternero (No. 419) se esperó hasta que la 
parasitemia subiera al máximo, con el fin 

de preparar estabilizado. Los resultados 

de los pasajes del proceso de purificación 

se presentan en la Tabla 1. 

Otro ternero esplenectomizado (No. 

360) al que previamente (11 días antes) 

se habían infestado con larvas de B. mi- 
croplus, fué inoculado con estabilizado 

preparado del ternero No. 419. Garrapa- 
tas adultas comenzaron a caer el día 9 P.l. 

cuando la parasitemia era de 3.20/0 y se 

recolectaron hasta la muerte del animal al 

día 12 P.l. cuando la parasitemia alcanzó 

250/0. Larvas nacidas de estas garrapatas 

después de ser incubadas, transmitieron la 
infección a otro ternero 14 días después 

de ser colocadas. (Tabla 1) 

El proceso de atenuación decidió co- 

menzarse después de observar reacciones 

severas en animales inoculados con los pa- 

sajes anteriores. A partir del último ter- 
nero (No. 518) se preparó un estabilizado 

utilizando 4M-DMSO como preservativo y 

se conservó en nitrógeno líquido. Los re- 

sultados de los pasajes rápidos en los ter- 
neros esplenectomizados están resumidos 

en la Tabla 1. 

Animales intactos inoculados con es- 

tabilizados preparados a partir del pasaje 

anterior mostraron reacciones clínicas 

moderadas. Estos animales no requerían 

tratamiento para controlar la infección. 

Animales esplenectomizados inoculados 

con estabilizados preparados a partir de 

este pasaje desarrollaban altas parasite- 

mias antes de que se observaran síntomas 

clínicos Severos. 
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En razón a estos hallazgos se hizo un * 
estudio para comparar la patogenicidad 
de dos de los alimentos obtenidos a través 

de estos pasajes. Los resultados compara- 
tivos de la inoculación de B. argentina pa- 

saje No. 6 y B. argentina pasaje No. 27 se 

presentan en la Figura 1. ! 

La disminución del hematocrito en el 

grupo inoculado con la cepa virulenta fué 

rápida, coincidiendo también con el alto 

incremento de la temperatura. Isto se hi- 

zo evidente especialmente entre los días 7 

a 11 P.. cuando se observaron parasite- 

mias promedias de 24  a34+  Sin- 
embargo, el grupo inoculado con la cepa 

atenuada mostró una moderada y gradual 

disminución del hematocrito y un leve in- 

cremento de la temperatura corporal. El 

valor más bajo del hematocrito se observó 

al día 14 P.l., recuperando su valor nor- 

mal a los 28 días P.I. 

Los resultados estadísticos compara- 

tivos entre las cepas CV. CA, y el grupo 

control (C) se presentan en la labla 2. 

Hubo diferencias significativas (P <0.01) 

entre las cepas CV y CA en cuanto a dis- 

minución del hematocrito y aumento de 

la temperatura los días 4, 7y 11 P.1. La 

cepa atenuada mostró diferencias signifi- 
cativas con el grupo control en cuanto a 

disminución del hematocrito los días 11, 

14, 18 y 21 P.L. No se encontraron dife- 

rencias significativas entre el grupo con- 

trol y el grupo inoculado con la cepa ate- 

nuada en cuanto al incremento de la tem- 

peratura corporal. 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos en este tra- 

bajo demuestran que el parásito Babesia 
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TABLA ] 

HISTORIA DEL AISLAMIENTO, PURIFICACIÓN Y ATENUACION DE UNA 

CEPA DE BABES/A ARGENTINA DE ORIGEN COLOMBIANO 

  

  

  

No. del Cant de Vías de Mat. del No. días Máx. Pa- No. días Observaciones 

pasaje Inoc. (mi) Inoculac. Inoculo de Incub. rasitemia hasta aisla- 

(9/0) mien to 

0 Piel Larvas 112 1.5 14 Aislamiento de campo 

(VIL-13-71) 

l 100 1. V. estab. 6 0.01 7 Iniciación Purificación 

(VIF21-71) 

2 50 1.V. sangre 4 0.01 4 

3 20 1.V, sangre 4 0.1 5 

4 13 1. V. sangre 3 0.1 $ 

5 LO 1.V. sangre 4 6.0 Y 

6 SO IV Sbe estab. 8 25.0 9-12 ler pasaje por garrapa tas 

(11125 72) 

7 S.000 * Piel larvas 14 0.75 IS 

S $00 UM: sangre y 2.8 3 

Y 12 SiO. estab. Y 2.3 12 

LO 350 1-Mi sangre | (A y 

UN] 120 Mies estab 11 3.0 12 

12 Ñ !.Y estab. 8 0.54 10 Iniciación aten uación 

13 SO LV sangre 2 1.9 3 (11-2-7 6) 

13 10 1.V sangre 2 27 4 

IS 10 1.V. sangre y 1.4 5 

16 500 1.V. sangre 2 13.9 4 

17 500 1.v. sangre l 21.0 3 

18 10 1.V. sangre 2 S.5 4 

19 10) 1.v. sangre 1 3.5 4 

20 10 IE sangre 1 6.5 4 

21 10 1.V. sangre 4 0.08 6 

22 500 1.V. sangre 2 4.0 5 

23 500 1.V. sangre 2 5.4 3 

24 4 Lv. estab. 9 0.5 13 

25 160 1.V. sangre 2 6.5 6 

26 1.000 IV-Sbe sangre 1 25.0 2 

27 20 LóVe estab. 4 11.0 

28 20 1.V. estab. 7 10.0 10 (VHI-17-77) 

S No. de larvas 

estab. estabilizado 
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FIGURA 1. Representación gráfica de la caída «del hematocrito, aumento de la tem. 

peratura y parasitemia (P), en grupos de novillos inoculados con Babesía argentina cepa 
virulenta (a  ).Babesia argentina cepa atenuada (l e )vel grupo control no ino 

culado (0). 
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TABLA 2 

RESULTADOS PROMEDIOS COMPARATIVOS DE DISMINUCION DEL HEMATO- 
CRITO Y AUMENTO DE LA TEMPERATURA EN GRUPOS DE ANIMALES INO- 
CULADOS CON BABES/A ARGENTINA, CEPA VIRULENTA (CV), BABES/A AR- 
GENTINA CEPA ATENUADA (CA) Y EL GRUPO CONTROL (€). 

  

Día Disminución del Hematocrito Aumento de la temperatura 
  

  

7 

PL. CV CAC DRS* CM. CAC DRS* : 

4 55 - 11-014 21.53 0.92 .05 001 20.5 
85 17 01 22.09 125 0.20 0.02 >0.61 

11 92 46 0.35 22.49 1.14 032 001 > (0.54 
14 6.5 M0 22.89 0.15 0.01 20.19 
18 54 09 2247 0.12 0.01 20.22 

M 44 1,1 22.46 0.13 0.02 > 0.20 
28 38 43 20:53 0.03 0.01 > 0.21 
  

*  DRS: 

argentina puede ser atenuado por pasajes 

rápidos en terneros esplenectomizados. 

Callow y Mellors (3) reportaron este fe- 

nómeno con una cepa de B. argentina de 
origen australiano, la cual está siendo uti- 
lizada en la actualidad para la vacunación 

masiva del ganado susceptible en Austra- 

lia (13). La razón del fenómeno según 

ellos, no está claramente elucidada pero 

parece que se produce al pasar rápidamen- 

te el parásito de un animal a otro (3). 

El comportamiento atenuado del pa- 

rásito empezó a observarse a partir del pa- 

saje No. 23 después de que se hicieron 

una serie de pasajes rápidos en terneros 

esplenectomizados. Las características 

que indicaron disminución de la virulen- 
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Diferencia para significancia (P < 0.01) 

cia fueron ligera disminución del hemato: 

crito, leve aumento de la temperatura y 
moderada parasitemia, lo cual difería del 
comportamiento que se venía observando 
hasta el pasaje No. 11. En terneros esple- 
nectomizados, por otra parte, se observó 

que el organismo atenuado establece una 
parasitemia mucho más rápida y alta que 
el organismo virulento, lo que permite 
una mayor producción de estabilizado y 
de antígeno para fines de diagnóstico. 

Las reacciones severas de las cepas 
virulentas de 8. argentina han originado 

muchas muertes en ganado inoculado con 

estas cepas con fines de premunición (3, 

16). Se ha reportado un promedio de 

mortalidad de S50/0 en ganado vacunado 
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con cepas virulentas bajo condiciones 
controladas (3). En nuestro ensayo en- 
contramos que una cepa de campo una 
vez aislada y purificada puede llegar a 
producir una mortalidad hasta del S0o/o 
cuando el ganado no es tratado a tiempo. 
En condiciones de campo la mortalidad 
puede llegar al 800/0 (16). Sinembargo. 
la cepa atenuada demostró ser completa- 
mente inocua cuando la misma dosis fué 
inoculada en ganado susceptible. La reac- 
ción clínica a la infección fué inaparente, 
demostrándose únicamente una ligera caí- 
da del hematocrito y un leve aumento de 
la temperatura corporal. 

¿Estos resultados demuestran que la 
cepa de B. argentina aquí reportada pue- 
de ser utilizada para la vacunación masiva 
de ganado susceptible que se vaya a movi 
lizar a zonas endémicas o en ganado sus 
ceptible nacido en zonas endémicas ines. 
tables (8). 

Otros estudios se encuentran en pro- 

greso para determinar si este organismo 

atenuado no se transmite a través de la ga- 

rrapata Boophilus microplus, tal como se 

ha reportado en otros organismos atenua 

dos (5, 13) y para conocer el grado de 

protección conferido contra las cepas de 

campo. 
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