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RESUMEN

El uso de microorganismos conservados (Babesia sp y Anaplasma sp) son claves en la solución de los graves 
problemas generados por los hemotrópicos de interés veterinario en Venezuela. Aislados de Anaplasma 
marginale, Babesia bigemina y Babesia bovis criopreservados en nitrógeno líquido a (– 196)°C por largo tiempo, 
se inocularon en becerros esplenectomizados, con el objeto de evaluar la viabilidad de mismos. Los resultados 
mostraron alta patogenidad de los aislados, con manifestaciones clínicas de fi ebre, anorexia, incoordinación 
(B. bovis) y hemoglobinuria (B. bigemina). La virulencia de los hemoparásitos medida por la disminución del 
hematocrito, indicó mayor severidad para los aislados de B. bigemina y A. marginale. La criopreservación de estos 
parásitos permitirá la producción de antígenos en cantidad y calidad para análisis de rutina de estas enfermedades 
de interés veterinario, desde el punto de vista parasitológico, serológico y de biología molecular.
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ABSTRACT

The uses of conserved microorganisms (Babesia sp and Anaplasma sp) are keys in the solution of serious problems 
generated by veterinary haemotropic parasites of serious concern in Venezuela. Isolated Anaplasma marginale, 
Babesia bigemina and Babesia bovis cryopreserved in liquid nitrogen at (- 196)°C long splenectomised calves 
were inoculated with the object of assessing their viability. Results showed high pathogenecity of isolates, with 
clinical manifestations of fever, anorexia, incoordination (B. bovis) and haemoglobinuria (B. bigemina). The 
virulence of the hemoparasites measured by the decrease of hematocrit indicated greater severity for isolates of B. 
bigemina and A. marginale. Cryopreservation of these parasites allows antigen production in quantity and quality 
for routine analysis of these diseases of veterinarian interest, from the viewpoint parasitological, serological and 
molecular biology.
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INTRODUCCIÓN

El uso de los microorganismos es clave en el enfrentamiento y control de los graves problemas de la humanidad, 
agricultura, alimentación, la salud animal y humana. Los microorganismos, entre  ellos, los hemoparásitos 
de interés veterinario, juegan un papel destacado en diversas áreas de la biología; por lo que su aislamiento, 
caracterización y conservación es importante (Souza et al., 2000; De Oca et al., 2008). Lograr establecer en 
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Venezuela, una colección de hemotrópicos que afectan 
de manera endémica la ganadería vacuna y bufalina 
(Babesia bigemina, Babesia bovis y Anaplasma 
marginale), ayudaría a tener un acervo de la 
biodiversidad de estos parásitos, lo cual proporcionará 
elementos útiles en la adaptación y estandarización 
de métodos que permitan la validación de nuevas 
técnicas de diagnóstico y el desarrollo de vacunas 
hemoparasitarias libres de patógenos zoosanitarios 
(bacterias y virus) que afectan al efectivo ganadero. 

La babesiosis bovina, causada por la B. bigemina 
y/o B. bovis es considerada como unaenfermedad 
económicamente importante de los bovinos 
explotados en las zona sub tropicales y tropicales de 
América, entre los 40° N y 32° S del Ecuador, donde 
prevalece su vector: la garrapata Rhipicephalus (B) 
microplus (González., 1979; Vargas y Patarroyo, 
2004). Estas dos especies de Babesia, conjuntamente 
con el A. marginale son causantes del complejo 
conocido como “fi ebre de garrapatas o tristeza 
parasitaria bovina”, caracterizada por producir 
como sintomatología general: fi ebre, anemia, 
ictericia (más intensa y común en la anaplasmosis), 
hemoglobinuria (B. bigemina), incoordinación (B. 
bovis), enfl aquecimiento, baja producción de carne y 
leche, abortos y muerte (Herrera et al., 2008; Costa 
et al., 2011). La babesiosis puede ser controlada 
por el uso de acaricidas para regular el vector, la 
quimioprofi laxis y el uso de medios inmunológicos 
(Goncalves, 2000) y en la anaplasmosis como opciones 
de control se utilizan el tratamiento de animales 
con terapéutica específi ca, una vez diagnosticada la 
enfermedad o determinada la seroprevalencia de la 
misma, y la vacunación con aislados o cepas de A. 
marginale atenuadas o Anaplasma centrale (Richey 
y Palmer, 1990).

Actualmente, se realiza en el país la evaluación de 
un inmunógeno ultracongelado polivalente monodosis 
constituido por B. bigemina B. bovis y A. centrale, 
de origen argentino para prevenir éste complejo 
de patologías, la fi ebre de garrapata o la tristeza 
parasitaria bovina. Por consiguiente este trabajo 
describe, como parte del proceso de evaluación del 
inmunógeno argentino, la viabilidad de los aislados 
de B. bigemina, B. bovis y A. marginale, preservados 
en nitrógeno líquidos a (– 196)°C durante 7, 10 y 26 
años, respectivamente,en el banco de hemoparásitos 
del Laboratorio de Parasitología Unidad de Sanidad 
Animal INIA-CENIAP. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales experimentales

Para la reactivación de las cepas de B. bovis, B. 
bigemina y A. marginale, pertenecientes al cepario 
de hemoparásitos del Laboratorio de Parasitología 
de la Unidad de Sanidad Animal,se utilizaron 
dos (2) becerros Holstein de 7 – 8 meses de edad, 
provenientes de la Estación Experimental Santa 
María de la Facultad de Ciencias Veterinarias de 
la Universidad Central de Venezuela FCV-UCV, 
negativos (sin parásitos visibles por microscopía 
óptica) a Babesia sp y A. marginale por método directo 
(frotis coloreado con Giemsa al 10%), realizados 
en el Laboratorio de Parasitología y la Técnica en 
Reacción en Cadena de Polimerasa (PCR), utilizando 
cebadores msp5 para identifi cación de A. marginale, 
pericia efectuada en el Laboratorio de Inmunología de 
Hemoparásitos de la Universidad Simón Bolívar. Los 
becerros seleccionados para ser inmunodeprimidos 
quirúrgicamente fueron mantenidos antes y posterior 
a la esplenectomía, bajo estricto aislamiento en un 
ambiente libre de garrapatas, desde su traslado a los 
galpones experimentales hasta fi nalizar el ensayo; 
alimentándose a base de concentrado, heno y agua ad 
libitum.

Aislado de hemoparásitos

Se utilizaron para este ensayo, aislados de B. 
bovis,B. bigemina y A. marginale obtenidos a nivel de 
campo en diversas regiones del país, los cuales se han 
mantenido en formas de criopreservados en nitrógeno 
líquido hasta el momento de ser reactivado para su uso 
en estudios experimentales (desafío y/o preparación 
de frotis para pruebas de inmunofl uorescencia 
indirecta o ensayos inmunoenzimáticos).

Infección y dosis de inóculo

Los dos animales utilizados para la reactivación 
de la B. bovis y B. bigemina, se inocularon por vía 
intravenosa (IV) con dosis de 107 y 109 eritrocitos 
parasitados contenidos en 1 mL de un criopreservado 
(partes iguales de sangre y DMSO). El becerro 
previamente inoculado con la B. bovis, una vez 
reactivada la cepa y desarrollada las manifestaciones 
clínicas de la enfermedad, se trató mediante el 
empleo de un protocolo esterilizantes (aceturato de 
diminaceno) a los fi nes de lograr, posteriormente, 
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una infección pura de anaplasmosis (IICA, 1985). 
Recuperado clínicamente el animal, se inoculó por 
vía IV con unacepa de A. marginale, a la dosis de 
108 eritrocitos parasitados y contenidos en 1 mL de 
criopreservado, similar al de las Babesia.

Determinación y registro de temperatura 
corporal, signos clínicos, muestras sanguíneas y 
parasitemia

La temperatura corporal se midió en las primeras 
horas de la mañana (7 a 8 AM), empleándose un 
termómetro rectal de uso veterinario. Paralelamente, 
se evaluaron mediante observación y registro diario, 
los signos clínicos en los becerros inoculados, 
mucosas, ganglios, frecuencia cardíaca y respiratoria, 
condición corporal y actitud. A continuación, se 
tomaron regularmente muestras de sangre venosa de 
cada animal, en tubos vacutainer conteniendo EDTA 
(ácido etilendiaminotetracético) para la evaluación 
del hematocrito (Ht) y la parasitemia, y en tubos sin 
anticoagulantes para posterior medición de la cinética 
de los anticuerpos antibabesia y antianaplasma. La 
determinación de los hemoparásitos fue realizada en 
frotis sanguíneo delgado coloreado con Giemsa al 
10%.

Análisis de los datos

Durante la reactivación de los aislados, se 
registraron los valores cualitativos y cuantitativos de 
las manifestaciones clínicas, período de incubación, 
temperatura corporal y hematocrito, obtenidos en dos 
períodos arbitrarios, uno de incubación y el otro de 
patencia de los parásitos. Los mismos se registraron 
y se tabularon, expresándose cualitativamente o en 
porcentaje de acuerdo al parámetro estudiado.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se observó que los tres microorganismos 
criopreservados por períodos mayores a siete (7) años 
(A. marginale, B. bigemina y B. bovis), presentaron 
sobrevivencia y patogenicidad, valorada por la 
presencia de la parasitemia, el seguimiento de los 
síntomas clínicos en los animales esplenectomizados 
y retados con el hemoparásito en particular (Cuadro 
1 y 2). No obstante, se resalta en este ensayo, que los 
becerros retados con los hemoparásitos en términos 
generales, manifestaron en los frotis coloreados con 
Giemsa, un cuadro de baja parasitemia, semejante 
a reportes citados en la literatura por otros autores, 

quienes trabajaron con animales esplenectomizados 
(Kuttler, 1986; Vieira et al., 2000). Los síntomas o 
manifestaciones clínicas, fueron coincidentes con 
los señalados en la bibliografía para este tipo de 
enfermedades hemoparasitarias (Bock et al., 2004; 
Araujo et al., 2008), agrupadas en lo que se denomina 
el “complejo de la tristeza parasitaria bovina”, 
como son entre otros, temperaturas elevadas (≥ 
39°C), ictericia/anemia,apatía/debilidad (Herrera et 
al., 2008). Los resultados mostraron que la sangre 
infectada con los hemoparásitos y criopreservada con 
dimetil sulfóxido, siguió siendo infecciosa después 
de la descongelación e inoculación por separado 
a los becerros esplenectomizados (Cuadro 1 y 2). 
Las observaciones mediante microscopía óptica, no 
evidenciaron hemólisis por el tiempo de preservación, 
ni causada por el congelamiento y descongelamiento de 
los viales; observación, anteriormente reportadas por 
otros investigadores que han congelado protozoarios, 
tanto de mamíferos como de aves (Souza et al., 2000; 
Martins et al., 2008). 

El Cuadro 1 refl eja el desarrollo del período 
prepatente de los hemoparásitos utilizados en este 
ensayo. Los microorganismos fueron detectados 
en frotis sanguíneos a los 21, 6 y 5 días para el A. 
marginale, B. bigemina y B. bovis, respectivamente. 
Los anteriores períodos de prepatencia son similares 
o están dentro del rango promedio delos reportados 
por otros autores que han trabajado infecciones 
experimentales con estos hemoparásitos en diferentes 
partes del mundo (Toro et al., 1993; Ribeiro et al., 
2001; Sacco et al., 2001; Espinoza et al., 2002). Sin 
embargo, vale acotar que Meléndez (2001) trabajando 
en Venezuela con una cepa virulenta de A. marginale 
(Zulia), reporta un período prepatente de 13 días. Para 
el caso de la B. bigemina y B. bovis, investigadores 
colombianos señalan períodos prepatentes de 8 y 12 
días, respectivamente (Benavides et al., 2000). 

En ese mismo orden de ideas, se debe resaltar que 
la posible resistencia o susceptibilidad innata de los 
animales utilizados en los ensayos, así como el método 
de almacenaje, dosis y vía del inoculo del hemotrópico, 
puede infl uenciar la patencia de los mismos, y por 
consiguiente es un factor particularmente importante 
a considerar (Bock et al., 1999). Simultáneamente 
a la visualización de los microorganismos, las 
temperaturas corporales de los animales de este 
ensayo, se elevaron de 38,7°C en promedios a 41,8°C 
temperatura maximo promedio, situación presentada 
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Parásito Período
Criopreservación

(Años)

Dosis
Inóculo
(ml/IV)

Período
Prepatente

(Días)

Temperatura
Máxima

(°C)

 Ht
Pre Inf

(l/l)

 Ht
Pos Inf

(l/l)

↓ Ht
(%)

A.
marginale 26 108 21 40 0,28 0,06 78,5

B.
bigemina 10 107 6 41,8 0,26 0,05 80,8

B.
Bovis 7 109 5 41,3 0,29 0,17 41,3

 = Promedio; ↓ = Disminución

Cuadro 1. Respuesta fi siopatológica medida por intermedio del período de incubación,temperatura 
corporal y el hematocrito (Ht) en los becerros retados experimentalmente con los 
hemoparásitos (A. marginale, B. bigemina y B. bovis).

con la infección de B. bigemina (Cuadro 1). Las 
infecciones con los otros dos patógenos, A. marginale 
y B. bovis expresaron aumentos de temperatura de 
40 y 41,3 °C, respectivamente. Los aumentos de 
temperaturas, concomitantemente con la disminución 
del hematocrito constituyen indicadores típicos del 
desarrollo de estas parasitosis, principalmente en los 
casos de anaplasmosis (Aso, 1987), sin embargo, para 
los casos de Babesia sp. debe tomarse en cuenta la 
virulencia de las cepas utilizadas en la replicaciones 
experimentales, ya que algunos ailados o cepas 
producen disminuciones rápidas o moderadas de los 
parámetros clínicos como temperatura y hematocrito 
(González et al., 1979). Con referencia a los Ht 
promedios de pre infección (Cuadro 1) se observa, 
que los valores oscilaron cercanos al límite inferior 
referencial, posiblemente debido al estado fi siológico 
(esplenectomía) de los animales utilizados para este 
trabajo. La bibliografía refi ere valores entre 0,24 y 
0,46 l/l, para condiciones fi siológicas normales (Jain, 
1986). En el Cuadro 1 se evidenció, que los animales 
del experimento desarrollaron una fuerte disminución 
del Ht, una vez que se hizo presente la parasitemia 
en sangre circulante, alcanzando valores tanbajo 
como el casode la B. bigemina (0,05 l/l; día 10 post 
inoculación). Los anteriores resultados difi eren de los 
datos señalados por Mendonca et al. (2003) quienes 
trabajando con becerros de la raza Nelore e inoculados 
experimentalmente con B. bigemina, observaron 
una ligera disminución del Ht. Con referencia a la 
inoculación de criopreservado de A. marginale, se 
observó una reducción drástica en el Ht, con un valor 

de 0,06 l/l para el día 21 post inoculación,situación 
que difi eren moderadamente de los observados (0,10 
l/l) por Toro et al. (1993), quienes trabajaron con 
aislados virulentos venezolanos de A. marginale. 
De tal manera, los datos manejados en el presente 
experimento, son consistentes con los señalados por 
diversos investigadores al considerar la reducción 
del Ht como el indicador más confi able para evaluar 
los signos clínicos del complejo “tristeza parasitaria 
bovina” (García et al., 2000). En el mismo Cuadro 
1 se señalan los descensos porcentuales de los Ht 
cuando se compararon los promedios de preinfección 
vs promedios de postinfección. Es de notar que 
para el caso del A. marginale y la B. bigemina, la 
disminución fue mayor del 50%, cifras que difi eren 
con los valores referenciados en animales infectados 
experimentalmente con A. marginale por Montenegro 
et al. (1990), y Toro et al. (1988), Los cambios clínicos 
patológicos advertidos en los becerros retados 
con los hemoparásitos, fueronagudos (Cuadro 2), 
caracterizándose por fi ebre, ictericia, aumento de 
la frecuencia cardíaca y respiratoria, anorexia, 
salivación profusa, depresión, incoordinación (A. 
marginale, B. bovis), postración (A. marginale, B. 
bovis) y hemoglobinuria (B. bigemina). Las anteriores 
manifestaciones clínicas indicadas en este trabajo, 
coincidieron con las reportadas previamente por otros 
autores, trabajando con aislados/cepas venezolanas o 
extranjeras de los tres microorganismos (Richey y 
Palmer, 1990; Toro et al., 1993; Espinoza et al., 2002).
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Vieira et al. (2001) valorando la parasitemia, 
hematocrito y niveles bioquímico séricos en becerros 
esplenectomizados de la raza Nelore de seis meses 
de edad y retados por vía endovenosa con un 
criopreservado de B. bigemina, detectaron babesiosis 
clínica caracterizada por un cuadro febril, anemia, 
ictericia, además de hemoglobinuria. De manera 
similar, las susceptibilidad de otras especies de 
animales esplenectomizados a Babesias sp. y los signos 
fi siopatológicos desarrollados (fi ebre, disminución 
del Ht), tal como en los equinos, lo han reportados 
otros autores (Cunha et al., 1997). Adicionalmente, 
vale la pena destacar los resultados obtenidos por 
Blandino y Alonso (2004), al determinar en becerros 
Holstein de 6 – 10 meses inoculados con un aislado de 
B. bovis, una evolución clínica más severa, situación 
no presentada en este reporte al notarse en el animal 
retado con el mismo hemoparásito, un desarrollo 
patológico de ligero a moderado, al compararse con 
los síntomas generados por los otros dos aislados. 
En el caso de la anaplasmosis, el presente ensayo 
corroboró las informaciones previamente obtenida 
por Aso (1987), cuando estudio el comportamiento de 
becerros mestizos Bos taurus esplenectomizados. 

CONCLUSIONES

Los anteriores aspectos clínicopatológicos 
obtenidos en estas inoculaciones experimentales con 
los hemoparásitos estudiados, confi rman el poder 
patogénico de los criopreservados por mucho tiempo 
en el banco de aislados/cepas de hemoparásitos, 
lo cual permitirá la producción de antígenos en 
cantidad y calidad para análisis de rutina de estas 
enfermedades de interés zootécnico, desde el punto 

de vista parasitológico, serológico y de biología 
molecular.
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