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ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA SEROLOGICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.l.) COMO METODO DE
DIAGNOSTICO DE LA BABESIOSIS BOVINA EN EL LABORATORIO
DE DIAGNOSTICO DE LA POLICLINICA VETERINARIA DE L.U.Z.

Stablishment of indirect inmunofluorescent antibody (I.F.A.) test for the diagnosis of bovine
babesiosis at the Veterinary Polyclinic of the University of Zulia (L.U.Z.) Venezuela

RESUMEN

Se logré establecer la técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta (I.F.l.) en el Laboratorio de Diagnéstico Clinico de la
Policlinica Veterinaria Universitaria de la Universidad del Zulia,
para el diagndstico de la Babesiosis bovina (Babesia
bigemina). Un becerro esplenectomizado fue inoculado con
dos estabilizados de B. bigemina, evaludndose diariamente los
pardmetros hematoldgicos y el grado de parasitemia a traveés
de frotis convencional y frotis de capa blanca. Cuando la
parasitemia alcanzé un valor de 7%, se procedid a la
elaboracién de 2.070 frotis antigenos. La técnhica se
estandarizo utilizando un conjugado comercial a la dilucién de
1:40. Con la finalidad de detectar animales positivos y
negativos a B. bigemina, se muestrearon 74 bovinos,
realizandose frotis convencionales, frotis de capa blanca y la
prueba de |.F.l. Se determiné que con el frotis convencional el
4% de las muestras resultaron positivas a B. bigemina,
mientras que con el frotis de capa blanca este valor fue de
6.75%. Con la técnica de I.F.| a la dilucién de 1:80, el 100% de
las muestras fueron positivas y a la dilucion 1:160 el 71.6%
resultaron positivas y el 28.4% negativas. Se reportan los
valores hematoldgicos obtenidos en el estudic.
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ABSTRACT

In order to perform the diagnosis of Babesia bigemina, the
Indirect Fluorescent Antibody test (I.F.A.) was stabilished in the
Clinical Diagnostic Laboratory at the University Veterinary
Palyclinic of the University of Zulia. An splenectomized calf
was inoculated with two Babesja bigemina stabilated. Clinical
and hematological tests, standard smear and buffy coat blood
smear were done daily and 2070 antigen smears were made
when parasitemia reached 7%. Comercial conjugate at 1:40
dilution was used to standarized the technic. In order to detect
cattle negative and positive to B. bigemina, 74 animals from
three farms of Zulia State were tested with standard and buffy
coat blood smear and with the [.LF.A. test. Through standard
smear, 4% of the animals were positive to B. bigemina and
with buffy coat blood smears 6.75% were positive. When [LF.A.
test was used, 100% of the serum samples were positive at
1:80 dilution and 71.6% at 1:160 dilution. Hematologic results
during study are reported.
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INTRODUCCION

La Babesiosis bovina (piroplasmosis, ranilla, fiebre de
Texas, tristeza, fiebre de la garrapata, agua roja, esplenetis),
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es una enfermedad hemotrdpica diseminada por el pafs, trans-
mitida por la garrapata Boophilus microplus. Los agentes etio-
l6gicos de ésta enfermedad son dos especies de protozoarios
sanguineos: la Babesia bovis (Babes 1888) y Babesia bigemi-
na (Smith y Kilbourne 1893).

Desde 1893 se demostrd la enfermedad en mamiferos
[19] causada por diferentes especies de babesias, distribuidas
en diferentes partes del mundo. [16]

La B. bovis y la B. bigemina se encuentran ampliamente
distribuidas en paises, entre los 40° latitud Norte y 32° latitud
Sur [16], lo cual corresponde a la distribucion de sus vectores,
las garrapatas B. microplusy B. annulatus.

En la mayoria de los paises, incluyendo el nuestro, la
enfermedad es causada principalmente por B. bovis, no asi en
Africa donde la infeccién por B. bigemina es considerada de
mayor importancia [18]. Ambas especies se encuentran am-
pliamente distribuidas en territorio venezolano [3,30], y se re-
conoce como vector a la garrapata B. microplus [28].

Toro y col. [25] utilizando la técnica de |.F.I. muestrearon
2.240 bovinos adultos de diferentes zonas del pais, para cono-
cer la prevalencia de la enfermedad, demostrando que la mis-
ma estd ampliamente distribuida, no encontrandose areas li-
bres de babesiosis. También observaron que tanto el ganado
de carne como el de leche se ve afectado por esta enferme-
dad.

Los sintomas clinicos de la Babesiosis han sido descri-
tos por muchos autores [7, 15, 16, 17, 18, 19, 25, 26]. En esta-
do agudo, uno de los signos méas comunes de la enfermedad
es la presencia de fiebre, la cual coincide con el incremento de
la parasitemia [16]; después la temperatura se normaliza y el
animal queda como portador crénico por afios [15].

El ganado Bos indicus es mas resistente a la Babesiosis
[6, 9, 12] y las garrapatas [27, 29] que las razas Bos taurus.
Esto puede ser un criterio de importancia en la seleccion de
ganado a ser importado para el desarrollo de un propdsito es-
pecifico.

El diagndstico de esta enfermedad en nuestro pais se
basa, en la mayoria de los casos, en la sintomatologia clinica y
la observacion del agente etioldgico en frotis de sangre perifé-
rica y sangre capilar tefiidos con coloracion de Wright-Giemsa.

En los tltimos afios se han desarrollado métodos serold-
gicos encaminados a detectar la infeccion por Babesia spp, me-
diante la demostracién de anticuerpos especificos [24] utilizan-
do técnicas como: fijacidn de complemento (Mahoney 1962),
precipitacion en agar gel (Mahoney y Goodger 1969), inmuno-
fluorescencia directa e indirecta (Ross y Lorh 1968), hemagluti-
nacion directa e indirecta (Curnow y Curnow 1967), aglutinacién
capilar (Lérh y Ross 1969), aglutinacion en placa (Curnow
1973), prueba de aglutinacién en tarjeta para la Babesiosis (To-
dorovic y Kuttler 1974), aglutinacién rapida en latex (Lopez y
Todoravic 1978), test de ELISA (Purnell y col. 1976) [4].
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Las pruebas serolgicas como las ya mencionadas, se
basan en la deteccién de anticuerpos presentes en el suero
sanguineo y nos permiten determinar si el animal ha sido ex-
puesto al agente. De estas pruebas la Inmunofluorescencia In-
directa (I.F.l.) es una de las més sensibles [5, 8, 10, 13, 17, 21,
22].

Al analizar la reaccién antigénica entre B. argentina,
Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax con la técnica de
I.F.l, se observaron reacciones cruzadas entre ambos géneros
[13].

En Cuba se realizaron trabajos para comparar la técnica
de L.F.l. y otras técnicas seroldgicas, con la observacion de fro-
tis sanguineos tefidos por el método de Giemsa, en un mues-
treo de 4878 animales afectados en forma aguda y crénica con
B. argentina 'y B. bigemina. Se pudo detectar a través de la
técnica de I.F.1. un porcentaje significativo de reactores positi-
vos para la B. argentina (12.9%) en infecciones agudas y de
6.1% en infecciones cronicas, mientras que la parasitemia de-
tectada microscépicamente en frotis tefiidos con Giemsa fue
de 1.7% en casos agudos y 0.04% en casos crénicos. Para B.
bigemina el porcentaje de reactores positivos fue de 20% en la
fase aguda y en casos cronicos 12.2%. La parasitemia detec-
tada por frotis sanguineos tefiidos fue de 8.8% en casos agu-
dos y 0.8% en casos crénicos, determinando que los animales
portadores asintomdticos eran considerados erréneamente
como no afectados de babesiosis. La prueba de LF.l. permitio
detectar animales portadores durante un tiempo aproximado
de 3-4 afios [20].

Posteriormente se realizdé un estudio similar en rebanos
parasitados o no por garrapatas para determinar la efectividad
de la técnica de I.F.I. como método diagnéstico en infestacio-
nes sub-clinicas. En este estudio se detectaron 29% de reacto-
res positivos para B. bovis y 35% para B. bigemina a través de
la técnica de I.LF.l. y de un 2% para B. bovis y de un 3% para
B. bigemina en frotis tefiidos con Giemsa en rebafos afecta-
dos por garrapatas. En los rebafios no afectados por garrapa-
tas se obtuvo a través de la técnica de |.F.I. un 1.5% de positi-
vidad para B. bovis y de un 4% para B. bigemina, no observan-
dose los agentes en frotis tefiidos de sangre periférica [1].

Esta técnica se ha usado para establecer la prevalencia
de la enfermedad en muchas zonas del mundo. En Guyana se
determind la prevalencia serolégica de la babesiosis bovina
mediante la técnica de |.F.l., obteniéndose un 61% de positivi-
dad para B. bovisy un 80% para B. bigemina en el ganado na-
tivo [2]. En Brasil utilizaron antigenos de cepas autdctonas, de-
tectandose un 97.9% de positividad para B. bovis y de un
100% para B. bigemina [14].

Toro y col. [25] utilizando |a técnica de |.F.I. estudiaron la
seroprevalencia de la Babesiosis en las principales zonas ga-
naderas del pais obteniendo un 45.2% de positividad para B.
bigemina. [25]
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Actualmente en nuestro pais esta técnica es utilizada en
el Estado Aragua (Universidad Central de Venezuela y en el
Instituto de Investigaciones Veterinarias), en el Distrito Federal
(Universidad Simdn Bolivar) y en el Estado Lara (Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado), logrando importantes estu-
dios epidemiolégicos en las zonas de influencia y en el resto
del pais.

Hasta ahora en el Laboratorio de Diagndstico Clinico de
la Policlinica Veterinaria Universitaria de L.U.Z, se realiza el
diagndstico con frotis sanguineos tefiidos con coloraciones ra-
pidas como Diff Quick Stain. Se realizan frotis sanguineos a
partir de sangre capilar (tomada de punta de cola y oreja) o
sangre venosa tomada de la vena yugular y preservadas en
EDTA como anticoagulante. A partir de esta sangre se realizan
frotis normales y frotis de capa blanca utilizando la técnica de
microhematocrito. La Babesia se podré observar dentro de los
eritrocitos en la fase aguda de la enfermedad cuando la parasi-
temia es alta, no asi en la fase crénica o sub-clinica donde la
parasitemia es baja o inexistente.

Era necesario entonces gque en una zona ganadera
como es la del Estado Zulia, se tuviera a disposicién métodos
confiables que nos permitieran hacer un diagnéstico de la si-
tuacién de los agentes hemotropicos en nuestras fincas y esta-
blecer una linea de investigacidn en esta drea tan importante
para la salud animal nacienal y mundial.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de frotis antigenos y técnica de |.F.I.

Se realizé siguiendo la metodologia descrita por Ledn
[11]. Se esplenectomizé un becerro de 6 meses de edad y se
inoculé con una cepa de B. bigemina. Diariamente el animal
fue evaluado a través del examen clinico y hematolégico, in-
cluyendo frotis sanguineos convencionales y de capa blanca
[23] tefiidos con la coloracién répida Diff Quick Stain (Harleco-
Puerto Rico) para determinar el porcentaje de parasitemia en
el animal. Cuando la parasitemia alcanzé un valor de 7%, se
procedid a la obtencién de 400 mi de sangre. Esta fue desfibri-
nada con perlas de vidrio y centrifugada a 3.000 r.p.m. por
15 min a 12°C. Se retird el plasma y la capa blanca de leucoci-
tos y plaquetas con un succionador. Se realizaron tres lavados
del paguete celular con P.B.S. pH 7.2; culminado este proceso
el paguete celular fue resuspendido en P.B.S. pH 7.2 conte-
niendo 1.75% de sero albtimina bovina. Con ello se realizaron
frotis sanguineos delgados en laminas portaobjetos, los cuales
fueron secados y envueltos individualmente en papel bond, y
almacenados en bolsas plasticas a -20°C. Un total de 2070 fro-
tis antigenos fueron elaborados con fines diagndsticos.

Recoleccion de las muestras

Setenta y cuatro muestras de sangre entera (en tubos
con anticoagulante EDTA) y suero sanguineo, se obtuvieron

de bovinos adultos mestizos de tres fincas del Estado Zulia;
Mompox (Municipio Jesus Enrique Lossada), San Rafael (Mu-
nicipio Machiques de Perija) y Cambalache (Municipio Miran-
da), todas pertenecientes a una zona de Bosque Seco Tropi-
cal.

Procesamiento de las muestras

La sangre completa (con anticoagulante) fue evaluada
en un analizador hematolégico automatico (Cell Dyn 400) y a
cada muestra se le realizaron dos frotis sanguineos, uno con-
vencional y otro de capa blanca [23], los cuales fueron tefidos
con una coloracién de Diff Quick Stain y observados en un mi-
croscopio de luz en objetivo de inmersion (100 X), para detec-
tar B. bigemina en los eritrocitos.

Se realizd la dilucidn de los sueros problemas (1:40,
1:80 y 1:160 en P.B.S pH 7.2) y de los controles positivos y ne-
gativos.

Se utilizé un conjugado comercial de anti-inmunoglobuli-
na G bovina de conejo con Isotiocianato de fluoresceina (Sig-
ma Inmuno Chemicals), diluido con P.B.S. pH 7.2, a las dilu-
ciones 1:25, 1:30, 1:40 y 1:50. Se procedi6 a la titulacién de
las mismas, escogiéndose la dilucién 1:40 como la dilucién de
trabajo.

Se realizé el montaje de la prueba, utilizando diluciones
de los sueros problemas (1:80 y 1:160), mientras que los con-
troles negativos y positivos, fueron diluidos solo a 1:80.

Los frotis fueron observados en un cuarto oscuro utili-
zando un microscopio de fluorescencia con ldmpara de mercu-
rio.

Los sueros problemas positivos eran aquellos donde las
B. bigemina fluorescian de color verde brillante, mientras que
los sueros negativos no exhibian fluorescia o la misma era
opaca.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el
programa estadistico S.A.S; se determiné el maximo, minimo,
medias, desviaciones standares, distribucién de frecuenciay la
prueba Z para comparacion de proporciones.

RESULTADOS

De las 74 muestras sanguineas procesadas, 3 de ellas
(el 4%) fueron positivas a B. bigemina a la observacion del fro-
tis convencional FIG. 1 y el resto negativas.

Se elaboraron 2070 frotis sanguineos de Babesja bige-
mina con un grado de parasitemia de 7% y con un Volumen
Globular de 23%. Luego de seis horas de la elaboracidn de los
frotis antigenos, los valores experimentaron una disminucion,
(parasitemia= 4.76% y Hct= 18%). Al siguiente dia la parasite-
mia habia disminuido a 0.14% y el Volumen Globular a 14%.
Estos frotis, almacenados a -20°C, resultaron dptimos a la téc-
nica de Inmunofuorescencia Indirecta (I.F.l.).
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FIGURA 1. ERITROCITOS INFECTADOS CON B. bigémina, COLORACION DIFF QUICK STAIN. 1200X.

FIGURA 2. SUERO POSITIVO A B. bigemina, EN LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.L). 1200X.

La tecnica fue aplicada a 74 muestras de suero sangui-
neo de bovinos y mostrd fluorescencia verde brillante en las
muestras con anticuerpos contra B. bigemina, FIG. 2. Con los
sueros controles positivos, B. bigemina mostré fluorescencia
igualmente de color verde brillante, mientras que los controles
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negativos na exhibieron fluorescencia o presentaron un color
verde manzana opaco, FIG. 3.

Las tres muestras positivas al frotis convencional, resul-
taron positivas a la técnica de |.F.I. a las dos diluciones (1:80 y
1:160), mientras que de las 71 muestras negativas al frotis
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FIGURA 3. SUERO NEGATIVO A B. bigemina EN LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (1.F.1L.) 1200X.

TABLA |

COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS DE FROTIS SANGUINEO CONVENCIONAL Y LA TECNICA DE LF1. EN EL
DIAGNOSTICO DE BABESIOSIS BOVINA (B. bigemina)

Técnica de I.F.l.

Dilucién 1:80 Dilucidn 1:160
Positivo Negativo Positivo Negativo Total
Positivo 3 (4%) - 3 (4%) - 3 (4%)
Frotis Convencional
Negativo 71 (96%) - 50 (67,5%) 21 (28,3%) 71 (96%)
Total 74 (100%) = 53 (71,6%) 21 (28,3%) 74 (100%)

convencional, el 100% resulté positivo a la técnicade L.LF.l. a la
dilucién 1:80. Y el 67.5% a la dilucién 1:160. TABLA |

A la observacién de los frotis de capa blanca, 5 muestras
(6.75%, fueron positivas. A través de la técnica de [.F.l. a la di-
lucién 1:80 todas las muestras (100%) resuttaron positivas,
mientras que a la dilucién 1:160, de las 5 muestras positivas al
frotis de capa blanca, 3 de ellas (4%), resultaron positivas a
esta dilucidén y 2 (2.7%) fueron negativas. De las 69 muestras
negativas a la observacién de frotis de capa blanca, 48
(64.8%) resultaron positivas a la dilucion 1:160 y 21 (28.3%)
fueron negativas a esta dilucién, TABLA II.

Con la técnica de I.F.l. se obtuvo 100% musstras positi-
vas a la dilucién de 1:80, 71.6% a la dilucién de 1:160 y 28,4%
muestras resultaron negativas a la dilucidn de 1:160. Con esto

se verifica la eficiencia del diagnéstico con la técnica de |.F.I.
en comparacion a los resultados obtenidos en la observacion
de frotis sanguineos convencionales y de capa blanca, para
detectar animales portadores de la enfermedad.

A todos los animales se les realizaron los andlisis hema-
toldgicos de rutina (Volumen Globular, Hemoglobina, Contaje
de Glébulos Rojos y Gontaje de Gldbulos Blancos), para obte-
ner un perfil hematolégico general y para conocer si existian
otras alteraciones asociadas a la enfermedad. De los 74 ani-
males muestreados sélo 2 (2.7%) presentaron anemia, el resto
de los animales se encontraron en los pardmetros normales
para la especie [23]. Los resultados generales del ensayo se
presentan en la TABLA Il
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TABLA Il

RESULTADOS PORCENTUALES ENTRE LA OBSERVACIf)N DE FROTIS SANGUINEO DE CAPA BLANCA
Y DE LA TECNICA DE I.FJ. EN EL DIAGNOSTICO DE BABESIOSIS BOVINA (B. bigemina)

Técnica de I.F.I.

Dilucion 1:80 Dilucion 1:160
Positivo Negativo Positive Negativo Total
Positivo 5 (6,75%) - 3 (4%) 2 (2,7%) 5 (6,75%)
Frotis Convencional
Negativo 69 (93,25%) - 48 (64,8%) 21 (28,4%) 69 (93,25%)
Total 74 (100%) - 51 (68,9%) 23 (31,1%) 74 (100%)

TABLA [l

VALORES HEMATOLOGICOS DE 74 BOVINOS DE TRES FINCAS DEL ESTADO ZULIA

X SD Min Max
Hematocrito (%) 32.05 4,66 20,00 45,00
Hemoglobina (gr%s) 9,46 1.48 510 13,00
GR {mm3x10°) 7,78 1,65 2,39 11,17
GB (mm*x10?) 10,29 3,19 3,20 20,50

DISCUSION

Los frotis antigenos con un grado de parasitemia de 7%,
resultaron ser efectivos para su uso en la técnica de I.LF.l. En
Cuba, Alonso y col. [1], habian realizado sus estudios en Ba-
besiosis con grados de parasitemia entre 7 y 12% obteniendo
buenos resultados.

Esta claramente establecido que las técnicas seroldgicas
no son adecuadas para el diagnéstico de casos agudos, por lo
que se debe evidenciar la Babesia en los eritrocitos. En nues-
tro ensayo se observé una pequefa diferencia (2.75%) a favor
del diagndstico con frotis de capa blanca sobre el diagndstico
con frotis convencional, dicha diferencia no fue estadistica-
mente significativa (P>.0.05).

Al obtener el 100% de sueros positivos sobre las 74
muestras a la dilucién 1:80 y de 71.6% a la dilucidn 1:160, lle-
gamos a la conclusién de que la dilucién 1:80 es suficierie y
efectiva para detectar la presencia de animales portadores o
seropositivos a la B bigemina. Para la titulacién de anticuerpos
anti-B. bigemina, se deberd realizar mayor numero de dilucio-
nes.

Nuestros resultados concuerdan con los de Rivas y col.
[20], y Alonso y col. [1], sobre la efectividad de la técnica de
[.F.l. sobre la de observacién de frotis sanguineo. También
existe concordancia con los trabajos de Madruga y col. [14], en
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Brasil, donde obtuvieron un 100% de seropositividad para la
Babesiosis bovina causada por B. bigemina, aungue nuestro
estudio no determiné prevalencia en un drea determinada. En
otro pais vecino como lo es Guyana, Applewhaite y col. [2], ob-
tuvieron un 80% de seropositividad para B. bigemina.

Toro y col. [25], en nuestro pais, obtuvieron un 45.2% de
seropositividad a nivel nacional y 43.4% en el Estado Zulia
para la B. bigemina; tanto en el ganado de carne como en el
ganado de leche. La diferencia de este estudio con el nuestro
puede estar en el nimero de muestras procesadas; el presen-
te trabajo se realizé sobre 74 muestras obtenidas en tres fin-
cas de tres Municipios del Estado, el trabajo de Toro y col., se
realizé a nivel nacional en base a 2240 muestras, pero en &l no
se informa de cuantas muestras procedian del Estado Zulia, el
numero de municipios y la cantidad fincas muestreadas. Otra
posible causa de esta diferencia seria que el trabajo de Toro y
col. [25] se realizd en 1983 y después de 10 afos la poblacicn
infestada, pudo incrementarse si no se establecieron los con-
troles necesarios.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se establecid la técnica de Inmunofluorescencia Indirec-
ta (I.F.L) en el Laboratorio de Diagndstico de la P.V.U. de
LUZ:
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El utilizar sangre con un grado de parasitemia de 7% fue
suficiente para obtener un nimero apreciable de frotis antige-
nos y realizar con éxito la prueba de IFI.

Aunqgue el nimero de observaciones fue escaso, el mé-
todo de capa blanca resultd ser ligeramente mas eficiente que
los frotis convencionales para detectar el agente etioldgico en
los eritrocitos, dicha diferencia no fue significativa (P>0.05).

Por ser la Babesiosis bovina una enfermedad limitante
de la produccién ganadera y que ocasiona grandes pérdidas
econémicas recomendamos:

- Utilizar la técnica de I.F.l. como método de diagnéstico
en aquellos casos donde se sospeche la presencia de la B. bi-
gemina y no se observe el microorganismo en los frotis san-
guineos tefiidos.

- Realizar estudios de prevalencia e incidencia de la en-
fermedad en nuestra region.

- Tratar de establecer programas de control de esta en-
fermedad en nuestra region y en el pais.

- Para el diagnéstico de la Babesiosis bovina aguda se
recomienda la observacion frotis de capa blanca sobre |a ob-
servacion del frotis convencional.
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