
ENSAYOS DE VACVNACION CONTRA BCIOOsia bovis lJ'l'ILIZANDO 
ANTIGENOS PROOEDENTES DE CULTIVO in vitro 

Resume a 

Antígenos de B. bovis ohteniclos a par
tir de cultivos in 1Jitro y tratados mediante 
las técnicas de pervaporación y precipita
ción fueron utilizados para conocer su res· 
puesta inmunológica en bovinos. 

El método de pe.rvaporación consistió en 
la evaporación a 4C de un 75% del anti. 
geno soluble depositado en un tubo de <liá· 
lisis, mientras que el método de precipita· 
ción se realizó añadiendo una solución sa
turada de sulfato de amonio al antígeno 
soluble hasta alcanzar una concentración 
del 80%. 

Se utilizaron 12 bovinos Holstein adulto~; 
que se dividieron al azar en tres grupos 
de cuatro animales cada uno. El primer 
grupo (A) se inoculó con el antígeno pcr
vaporado, el segundo grupo (B) se inocu
ló con el antígeno precipitado y al tercer 
grupo .o testigo se le inocttló con solución 
amortiguadora de fosfatos. 

Se obtuvieron datos de temperatura rec
tal, microhematocrito, parasitemia, rP.spues. 
ta serológica. la cual fue obtenida por la 
prueba de lFI y supervivencia. 

Los tres grupos fueron desafiados con 
garrapat$s jnfectl!da.~ artificialmente. Las 
respuestas de IFI y el porcentaje de supcr
\ivencia obtenidos fueron: en el grupo A. 
1:1024.0 y 75%; en el grupo B. 1 :2560 y 
50%. y el grupo C, menoa de 1 :80 y O%, 
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lntroducel6a 

La bahC8iosis bovina es quizá una de las 
enfermedades de más interés para la medi· 
cina veterjnaria,Ja que junto con la ana
plasmosis causa mayor número de bajas 
en el ganado de zonas tropicales y subtro
picale5. 

Los miembros de género Babesia no 
muestran una patogenicidad uniforme, Ba
besia bOtJis tiene predilección por los capi
lares dd cerebro y riñón, produciendo Aig· 
n05 clínicos atribuido:! a daños ael.ectivos 
en e&oe órganos; en cambio. Babesia bige
mina está. distribuida a través de todos los 
vasos capilares del organismo del hospeda
dor y los signos clínicos son más consis
tentes, pues presenta t~na anemia hemolíti
ca y marcada hemoglobinuria. 

Una vez que el ganado ha sido infectado 
con Babesia bovis y &e mantiene libre de 
garrapatas, los organismos son deteetablP.s 
en las células sanguine.&B a intervalos entre 
3 y 8 semanas. Se afirma que estas rccaf· 
das son causadas por fluctuacione5 en el 
nivel de parasitemia, porque en ocasiones 
la concentración de parásitos en la san¡;re 
periférica baja tanto que la infección no 
puede ser demostrada ni siquiera por la in· 
oculación de 500-1,000 mi de esta sangre 
a animales esplenectomizados no infecta. 
dos (Mahoney, 1969). 

Existen varios factores no específicos 
que inOuyen en el curso de la infecció.n 
con Babesia. pero debido a que sus meca
nismos son desconocidos no es posible cJa. 
sifiearlos en categorías definidas tales como 
resistencia congénita o inmunida<l natural 
Anderson, Cassaday y Healy (1974.) sugie
ren que los factores concernientes a la in
munidad natural pueden ser importanta 
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en la resistencia de 108 hospedadores no 
naturalC~~. A pesar de la falta de especifici. 
dad de la babesia por un hospedador, los 
iatmtoe por establecer cultivos de parásitos 
económicamente importantes en animale~ 
de laboratorio no han dado resultado. 

Se ha encontrado que la inmunización de 
animales de laboratorio con vac\Dlas in· 
activadas de merozoitos de Plmmmlium 
protegen·contra la malaria, y la protección 
está relacionada con la producción de anti· 
cuerpos que impiden la penetración dd 
parásito en los eritrocitos mediante su re· 
acción con el complejo apical (HamLur
ger y Kreicr, 1975; Miller, 1975 y Mitchel, 
Butcher y Cohcn, 1975). De acuerdo con 
el método pua cultivar Babesic. bovis in 
vitro, descrito por Erp et al. (1978) se han 
logrado obtener antígenos del sobrenadante 
que consisten en una gran proporción de 
formas extracelulares <le Babcsia boviJ (Me
rozoito) y porciones de éstos. Esta forma 
de Babcsia ee distingue del trofozoito in· 
tracelular por tener Wl complejo apical 
~-e facilita la penetración a eritrocitos 
(Kreier el al., 1975; Grobel y Denning, 
1976; Langreth y Rudzinska, 1976). El ob· 
jetivo de este trabajo fue averiguar si exis
tía una respuesta de tipo humoral ocasio
nada por antígenos solubles obtenidos a 
partir de formas de Babesia provenientes 
de cultivos, así como observar el nivel de 
protección brindada por el uso de antíge· 
nos frente al desafío con garrapatas infee. 
ladas. 

Material y métodos 

Para llevar a cabo este experimento se 
utilizaron 12 bovinos de la raza Holstein 
libres de anticuerpos contra A. margi tUJle y 
Babesia spp. de 15 meses de edad. Los 
animales fueron divididos al azar en tres 
lotes de cuatro animales cada uno. Se tomó 
temperatura diariamente de todos Jos ani. 
males durante el experimento y se obtuvie
ron muestras de sangre pera microhemato· 
crito. Se hicieron frotis que fueron teñidos 
con colorante de Cicmsa, para determinar 
la paruitemia una vez que los animales 
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reaccionaron con fiebre. Se tomaron mues
tras de suero para su estudio en la prueba 
de inmunofluCirescencia indirecta (IFI), la 
cual fue realizada siguiendo la técnica des
étitá por Ponce (1979). 

El antígeno se obtuvo a partír del culti
vo in vitro de Babesia bovis descrito por 
Erp et al. (1978). Se recolectó sangre in
fectAda con 1% de paruitemia de un bo· 
vino esplenectomizado empleando perlas de 
vidrio para remover la. fibrina. Una ve2 eli. 
minado el suero, los eritrocitos infectados 
fueron centrifugados a 1,000 g por 10 mi
nutos a temperatura ambiente. Se tomó el 
paquete de eritrocitos y se hizo una sus. 
pensión al 50%, en medio de cultivo. B. 
bovi.• fue <:\lltinda por incubación a 37C 
en una atmósfera de 5% de C02 y hume· 
dad saturada. Las células en cultivo fueron 
mantenidas en suspemión por agitación 
lenta en matraces de movimiento continuo. 
El medio de cultivo fue reemplazado con 
intervalos de 24 bs y se realizaron frotis 
de cultivo cada 24 hs para observar la in. 
lección. 

Es importante aclarar que siendo éste el 
primer estudio con antígeno soluble de B. 
botJÜ, eJ interés principal era conocer si 
tenia alguna utilidad práctica, por lo que 
no se realizó ninguna prueba de laborato
rio que nos indicara su composición. 

El sobrenadante constituido por el medio 
de cultivo reemplazado y que contíene las 
fracciones solubles del parásito fue utiliza. 
do como fuente de antígeno. Este sobrena
dante se recuperó después de centrifugar 
la suspensión del cultivo a 1,000 g por lO 
miuntos a temperatura ambiente, posterior· 
naente fue centrifugado por segunda vez a 
700 g por 10 minutos a temperatura ambien. 
te para eliminar eritrocitos y células conta. 
minantes, manteniéndose en congelación a 
- 70 e hasta su procesamiento, el cual se 
hiw por rlos métodos diferentes. 

Método de Pervaporación. El sohrcna· 
dantc que contenía el antígeno soluble fue 
depos.itado en un tubo de diálisis, el cual 
fue cerrado herméticamente y se sumergió 
una cuarta parte del tubo en solución sa
lino fisiológica. P011teriormente se hizo pa
sar unn corriente de aire provocando así 
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la evaporación a tra\·és de pequeñas per· 
(oraciones realizadas en la parte auperior 
del tubo de diálisis; se mantuvo todo el 
sistema en n:frigeración a 4C y cuando 
el volumen ee redujo en un 75% se tomó 
la muestra y se medó en volúmenes igus· 
lea con d adyuvante incompleto de F reund, 
inmediatamente antes de utiliurse en la 
inoculación de 105 animales. 

Método de Precipitación. Al sobren&· 
dante ae le añadió lentamente una solución 
saturada de sulfato de amomo hasta al
canzar una concentración de 80% ; este 
precipitado ae centrifugó a 850 g, ee dese· 
c:JJ(I e] llobrenadante, el serument.O !;e fei!Ull• 

pendió en agua destilada y se hizo In mez· 
cla en volúmenes iguale~~ con el adyuvante 
incompleto de Frcund, inmediatamente an· 
tes de utilizal'!Je en la inoculación de Jos 
animalt.s. Las inoculaciones ae hicieron en 
dos ocasiones con inten·alos de 15 días 
cada una. 

El primer grupo de bovinos fue inocula· 
do subcutáneamente con antígeno obteni· 
do por concentración mediante método! de 
pcrvaporación. El segundo grupo fue ino· 
culado IUbcutáneamente con antígeno oh· 
tenido por precipitación con sulfato de 
amonio. El tercer grupo, que fungió como 
teA!igo, fue inoculado con l!olución amorti· 
guadora de fosfatos (PBS) aubcutínen· 
mente. 

Loa animales fueron inoculados por pri· 
mera Tez el día O, reinoculado el día 14, 
y 16 diu despu& desafiadO!I con 1,000 laT· 
vaa de ganapat&! Boophilw microplw in· 
fectadu eon &be1í'c boW (Smith et al., 
1978). 

En el gru1•o de arúmales inoculados con 
Al!tígmo obtenido por c:oncentrneión me· 
diante métodos de pervaporación, se obser· 
vó que se comienza a elevar la temperatura 
alrededor del dia 35 o sea 5 días deapuéa 
del desafio, y el hematocrito comiema a 
declinar al elevarse la temperatura. En 
un bovino la temperatura más alta fue de 
42C y el hemato<:rito mú bajo fue de 18%, 
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siendo é9te el único animal que murió. La 
paraaitemia apareció en trt! animales el 
d la 40 y desayareció en dos el día 44, o 
sea 15 días despuéa del desafío ¡ aquí la 
temperatura de estos animales comenzó a 
descender al límite normal ( Grrtfica 1), la 
h emoglobinuric desapmreció paulatinamente 
y Jos animales volvieron a tener apetito¡ pa· 
ra el día 49 ya ae encontraban en wndi· 
ciones normales. 

En el grupo de animaJes inoculad01 con 
el precipitado de] I!Obrenadante, la tempe· 
ratura comenzó a elevarse el día 39, lle· 
gando a ser mayor de 41C. El hematocrito 
mú bajo que &e observó fue de 13% el 
d ía 44, el mismo día en que mt1rló el ani. 
mal. Otro bovino de este grupo murió 2 
días más tarde. La paraaitemia apareció 
ti día 41 en los cuatro bovinos y deaapa· 
reció en dos animales el día 4.5 (Gráfi· 
CA 2). 

El tercer grupo, que fue el testigo, se 
inoculó con PBS. La temperatura comenzó 
a elevarse 9 días después del desafio por 
encima de 41C y d hematocrito diaminu· 
yó por debajo del 20% . En este grupo los 
animales murieron: <los rk ~llns el d;a 44 
y los otros el día 15 (Gráfica 3). 

La parasitemia en loe tree uupoa fue ha· 
ja. siendo menor del 1% en loa grupos ino· 
culadoa y del 2 al 3% en el grupo testigo. 
Todos los Allimales murieron con los úg. 
nos clásicos de la enfermedad como fue 
hemogloLitwria muy marcada, poltf&eión, 
salivación excesiva y espumosa, anomalías 
nerviosu y, por aupuesto, un bajo nivel 
de hcmatocrito; la temperatun bajó al 
ni ni normal o inferior a él. 

Los re!iultados a la prueba de IFI se 
pueden observar en la Gráfica 7, donde 
se muestra que los animales inocula· 
dos con el antígeno ol)tenido por COIKlell· 

troción obtuvieron lo8 mayorea títulol de 
anticuerpos ( 1 :10240) . En el grupo de 
animales inoculados con el antígeno o~ 
nido por precipitación se · oheerVuoa títu
los de 1:2560; y en cambio., ea lo. anima. 
les que fueron inoculadoe coa PBS .e ~ 
servó que éstos no aleanaroa títlllo. de 
1:80. 

Para poder ualuar la in&a:i6a por&. 
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G~rc.r. .'!t 
VIl- M T~~t~ ... ratura v Htr .. taerito del trupo C:e animalet i•o::•ladoscon el conceatrado delstbrenadantt 
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GRAFICA #2 
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GRAFICA 4 

Promedio da Temptn11.tfl y Hematoerlto del grupo da animal• Inoculados con al concentrado del 
sobrenadante 
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GRAFICA 5 

Promedio¡ de Temperatura v Hematotrito del grupo de illimales. inoc,Jil!doa con el 
Pr1tipitado del sobrenadante. 
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GRAFICA6 

Prnmeclíos de Temperatura y Hematoerito dal !JUpo de animales Testigo 

Desafio 

j 
2Muarta 

....._2Muertes 

1a. lnoculacfdn 1 j'"~'IKI~ 

2Muarta 

2 Mutrtts 

10 20 30 40 5D 60 65 
DI AS 

El !!fa 44 murieron los bovinos 182 y 498 y el dfa 45 murieron los bovinos 
791 y 194. Estos animalet tueron desafiados con larvas de garrapataS infec· 
tadas ton Babesía bovis el dfa 30. 

4Z 

41 
T 
E 
M 

40 p 
E 
R e A 
T 

39 u 
R 
A 

3& 

37 

51 



52 

GRAFICA 1 
TITULOS PROMEDIO EN LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA 

INDIRECTA PARA Babesia boVi$ DE LOS 2 GRUPOS DE ANI· 
MALES INOCULADOS Y EL GRUPO TESTIGO 

A 

B 

e 

Animales del grupo te5tigo dHifiadoi 'on laJYas de garrapata infectadas con Babesia 
bowis el dia 30. Para el dla 44 murieron los bovinos 182 y 498 y para el dia 45 
murieron el 791 y 194. 

Los animales de este grupo fueron inoculados los dlas O y 14 con antigeno obtenido 
por conoontracióo mediante métodos de pervaporación más Adyuvante lnconmpleto 
de Freund. El desafio se hizo el díe 30. El dla 45 murió el bovino 177. 

Los animales de este grupo fueron i11oculados los días O y 14 co11 antlgeno obteAido 
por Precipilación con Sulfato de Amonio al 80% más Adyuvante Incompleto de 
F reund. El dwflo se hizo el dla 30. El di a 45 murió el bovino 682 y el día 46 murió 
el 695. 



&aia bovi8 M utiiUaron cuatro parúnetros 
que aon: temperatura, hematoc:rito, porcen· 
taje de mortalidad y titulos de anticuerpos 
at la prueba de IFI, siendo átoe los únicos 
patáméttoe Cónfiables parli poder medir la 
reapuesta de cada animal (Mahoney, 1962) . 
En el preeente estudio ee observó que la 
diferencia entre los valorea dd porcentaje 
del bematocrito entre loa grupos inmuniza
do& y te.stigo, demlJI!Itra una respuCI!Ita me
nos &evera a la lnfecci6n por parte de los 
~pos inmunizados (Gráficas 4, 5 y 6). 
El lOO% de mortalidad ocurrida en el gru· 
po teeti~~:o se atribuye a la falta de defensa 
contra Ja infección, mientras que los ani· 
males inoculados, aun cuando no fueron 
prote@idos en au totalidad, demostraron 
una mayor resistencia. 

Dbcullóo 

Hamburgcr y Krcier cn 1975 utilizaron 
animales de laboratorio, los que fueron in
mtmi2ados con vacunas de merozoitoa de 
Plrunwdium. Al desafío encontraron que 
los animales estaban protegidos y que esta 
protección estaba relneionada directamen
te con la producción de anticuerpos. 

Los resultados obtenidos en este traba. 
jo mostraron que en los animales que fue· 
ron inoculados con los antígenos l!U efecti· 
vidod se comprobó, ya que reaccionaron 
positivamente a la prueba de IFI, produ· 
ciendo anticuerpos contra Babt$ÍI.l bovi1 
1111t~11 de que fueran desafiados con garra· 
patas infectadas (Gráfica 7). Se ha toma· 
do en cuenta que los antígenos solubles, 
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