ENSAYOS DE VACUNACION CONTRA Bebesia bovis UTILIZANDO
ANTIGENOS PROCEDENTES DE CULTIVO in vitro

Resumen

Antigenos de B. bovis obtenidos a par-
tir de cultivos in vitro y tratades mediante
las técnicas de pervaporacién y precipita-
cién fueron utilizados para conocer su res-
puesta inmunolégica en bovinos.

El métode de pervaporacion consistié en
la evaporacién a 4C de un 75% del anti-
geno soluble depositado en un tubo de dia-
lisis, mientras que el método de precipita-
cién se realizd afiadiendo una solucién sa-
turada de sulfato de amonio al antigeno
soluble hasta alcanzar una concentracion
del 80%.

Se utilizaron 12 bovinos Holstein adultes
quc se dividieron al azar en tres grupos
de cunatro animales cada uno. El primer
grupo (A) se inoculé con el antigeno per-
vaporado, ¢l segundo grupo (B) se inocu-
16 con el antigeno precipitado y al tercer
grupo o testipo se le inoeuld con solueion
amortiguadora de fosfatos.

Se obtuvieron datos de temperatura rec-
tal, microhematocrito, parasitemia, respues.
ta serologica, la cual fue obtenida por la
prueba de IFI y supervivencia.

Los tres grupos fueron desafiados con
garrapatss infectadas artificislmente. Las
respuestas de IFI y el porcentaje de super-
vivencia obtenidos fueron: en el grupo A,
1:10240 y 75%; en el grupe B, 1:2560 y
50%, y el grupo C, menos de 1:80 y 0%,
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Introduccitn
La babesiosis bovina es quizé una de las

enfermedades de mas interés para la medi-
cina velerinaria, ya que junio con la ana-
plasmosis causa J mayor niimero de bajas
en el ganado de zonas tropicales y subtro-
picales.

Los miembros de género Babesia mo
muestran una patogenicidad uniforme, Ba-
bLesia bovis tiene predileccién por los capi-
lares del cerebro y rifién, producienda sig-
nos clinicos atribuidos 2 dafios selectivos
cn estos 6rganos; en cambio, Babesia bige-
ming esti distribuida a través de todos los
vasos capilares del organismo del hospeda-
dor y los cignos clinicos son mas consis-
tentes, pues presenta una anemia hemoliti-
ca y marcada hemoglobinuria.

Una vez que el ganado ha sido infectade
con Babesia bovis y se manticne libre de
garrapatas, los organismos son detectables
en las células sanguineas a intervalos entre
3 y 8 semanas. Se afirma que estas recaf-
das son causadas por fluctuaciones en el
nivel de parasitemia, porque en ocasiones
le concentracién de parésitos cn la sangre
periférica baja tanto que la infeccidn no
puede ser demostrada ni siquiera por la in-
oculacion de 500-1,000 ml de esta sangre
a animales esplenectomizados no infecta-
dos (Mahoney, 1969).

Existen varios factores no especificos
que influyen en el curso de la infeccién
con Babesia, pero debido a que sus meca-
nismos son desconocidos no es posible cla.
sificarlos en categorias definidas tales como
Tesistencia congénita o inmunidad natural.
Anderson, Cassaday y Healy (1974) sugie-
ren gue los factores concernientes a la im-
munidad natural pueden ser importantes
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en la resistencia de los hospedadores no
naturales. A pesar de la falta de especifici-
dad de la babesia por un hospedador, los
intentos por establecer cultivos de parésitos
economicamente importantes en animales
de laboratorio no han dado resultado.

Se ha encontrado que la inmunizacién de
animales de laboratorio con vacumas in-
activadas de merozoitos dc Plasmodium
protegen ' contra la malaria, y la proteccién
estd relacionada con la produccién de anti-
cuerpos que impiden fa penetracién del
parasito en los eritrocitos mediante su re-
aceién con el complejo apical (Hambur-

y Kreier, 1975; Miiler, 1975 y Mitchel,
utcher y Cohen, 1975). De acucrdo con
el método para cultivar Bebesia bovis in
vitro, descrito por Exp et al. (1978) se han
logrado obtener antigenos del sobrenadante
uc consisten en una gran proporcién de
?ormus extracelulares de Babesia bovis (Me-
rozoito) y porciones de éstos, Esta forma
de Babesia se distingue del trofozoite in-
tracelular por temer un complejo apical
uc facilita la penctracién a eritrocitos
?I(reier et al., 1975; Grobel y Denning,
1976; Langreth y Rudzinska, 1976). Kl ob-
jetivo de este trabajo fue averiguar si exis-
tia una respuesta de tipo humoral ocasio-
nada por antigcnos solubles obtenidos a
partir de formes de Babesia provenientes
de cultivos, asi como observar el nivel de
proteccién brindada por el uso de antige-
nos frente sl desafio con garrapatas infec-
tadas.

Material y métodos

Para llevar a cabo este experimento sc
utilizaron 12 bovinos de la raza Holstein
libres de anticuerpos contra A. marginale y
Babesia spp. dc 15 meses de edad. Los
animales fueron divididos al azar en tres
lotes de cuatro animales cada uno. Sc tomé
temperatura diariamente dc todos los ani-
males durante el experimento y sc obtuvie-
ron muestras de sangrc para microhemato-
crito. Se hicieron frotis que fueron tefiidos
con colorante de Gicmsa, para determinar
la parasitemia 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 inmumofluorescencia indirecta (IFI), la
cual fue realizada sipuiendo la téenica des-
erita por Ponce (1979).

El antigeno se obtuvo a partir del culti-
vo in vitro de Babesia bovis descrito por
Erp et al. (1978). Se recolect sangre in-
fectada con 1% de parasitemia de un bo-
vino esplenectomizado empleando perlas de
vidrio para remover la fibrina. Una vez eli-
minado el suera, los eritrocitos infectados
fueron centrifugados a 1,000 g por 10 mi-
nutos a temperatura ambiente. Se tomd el
paquete de eritrocitos y se hizo una sus-
pensién al 50%, en medio de cultivo. B.
hovis fue cultivada por incubacién a 37C
en una atmésfera de 5% de CQ, y hume-
dad saturada. Las células en culiivo fueron
mantenidas en suspensién por agitacidn
lenta en matraces de movimiento eontinuo.
El medio de cnitivo fue reemplazado con
intervalos de 24 hs y se realizaron frotis
de cultivo cada 24 hs para observar la in-
feccién.

Es importante aclarar que siendo éste el
primer estudio con antigeno soluble de B.
bovis, el interés principal era conocer si
tenig alguna utilidad practica, por lo que
no se realizé ninguna prueba de laborato-
rio que nos indicara su composicién,

El sobrenadante constituido por el medio
de cultivo reemplazado y que contiene las
fracciones salubles del parasito fue utiliza-
do como fuente de antigeno. Este sobrena-
dante se recuperé después de centrifugar
la suspensién del cultivo a 1,000 g por 10
miuntos a temperatura ambiente, posterior-
mente fue centrifugado por segunda vez a
700 g por 10 minutos a temperatura ambien-
te para eliminar eritrocitos y células conta.
minantes, manteniéndose en congelacién a
— 70 C hasta su procesamiento, €l cual se
hiza por dos métodos diferentes.

Método de Pervaporacién. El sobrena-
dante quc contenia el antigeno soluble fue
depositado en un tubo de dialisis, ¢l cual
fue cerrado herméticamente y se sumergié
una cuarta parte del tubo en solucitn sa-
lino fisiolégica, Posteriormente se hizo pa-
sar una corriente de airc provocando asi
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la evaporacion a través de pequefias per-
foraciones realizadas en la parte superior
del tubo de diilisis; se mantuvo todo el
sistema en refrigeracion a8 4C y cuando
el volumen sc redujo en un 75% se tomd
la muestra y se mezcls en voliimenes igua-
les con el adyuvante incompleto de Freund,
inmediatamente antes de utilizarse en la
inoculacién de los animales.

Método de Precipitacién. Al sobrena-
dante se le afiadi6 lentamente una solucion
eaturada de sulfato de amonio hasta al.
canzar una concentracion de 80%; este
precigitndo se centrifugd a 850 g, se dese-
ché el sobrenadante, €l sedimento se resus-
pendié en agua destilada y se hizo la mez-
cla en volimenes iguales con el adyuvante
incomplcto de Freund, inmediatamente an-
tes de utilizarse en la inoculacién de los
animales. Las inoculaciones se hicieron en
dos ocasiones con intervalos de 15 dias
cada una.

El primer grupo de bovinoes fue inocula-
do subecutaneamente con antigeno obteni.
do por concentracién mediante métodos de
pervaporacién, El segundo grupo fue ino-
culado utineamente con antigeno ob-
tenido por precipitacién con sulfato de
amonio. El tercer grupo, que fungié como
testigo, fue inoculado con sclucién amorti-
guadora de fosfatos (PBS) subcutnea.
mente.

Los animales fueron inoculadoes por pri-
mera vez ¢l dia 0, reinoculado el dia 14,
y 16 dias después desafiados con 1,000 lar-

vas de garrapatas ilus microplus in-
fectadas con Babesia is (Smith er al,
1978).

Resultados

En el grupo de animales inoculados con
antigeno obtenido por concentracion me-
diante métodos de pervaporacién, se obser-
vé que se comienza a elevar la temperatura
alrededor del dia 35 o sea 5 dias después
del desaffo, y el hematocrito comienza a
declinar al elevarse la temperatura. En
un bovino la temperatura més elta fue de
42C y el hematocrito més bajo fue de 18%,
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siendo éste el tinico animal que muris. La
parasitemia aparecié en tres animales el
dia 40 y desaparecié en dos el dia 44, o
sca 15 dias después del desafio; aqui la
temperatura de estos animales comenzd a
descender al limite normal (Grifica 1), la
hemoglobinuria desaparecié paulatinamente

los animales volvieron a tener apetito; pa-
ra el dia 49 ya se encontraban en condi-
ciones no

En el grupo de animales inoculados con
el precipitado del sobrenadante, la tempe-
ratura comenzb a elevarse el dia 39, Hﬁ
gando a ser mayor de 41C. El hematocrito
més bajo que se observe fue de 135 el
dia 44, el mismo dia en que murié el ani.
mal. Otro bovino de este grupo murié 2
dias més tarde. La parasitemia aparecié
el dia 41 en los cuatro bovinos y desapa-
recizé) en dos animales ¢l dia 45 (Grafi-
ca 2).

El tercer grupo, que fue el testigo, se
inocul6 con PBS, La temperatura comenzé
a elevarse 9 dias después del desafio por
encima de 41C y el hematocrito disminu-
y6 por debajo del 20%. En este grupo los

animales murieron: dos de ellos el dia 44
y los otros el dia 45 (Grafica 3).
La parasitemia en los tres grupos fue ba-

ja, siendo menor del 1% en los grupos ino-
culados y del 2 al 3% en el grupo testigo.
Todos los animales murieron con los sig.
ﬂos cglfall;cm de la enfermedad como fue

emoglobinuria muy marcada, postracién,
salivacién excesiva y espumosa, anomalias
nerviosas y, por supuesto, un bajo nivel
de hematocrito; la temperatura bajé al
nivel normal o inferior a él.

Los resultados s la prueba de IFT se
pucden observar en la Grifica 7, donde
se muestra que los animales inocula-
dos con el antigeno obtenido por concen.
tracion obtuvieron los mayores titulos de
anticuerpos (1:10240). En el grupo de
animales inoculados con el antigeno abte-
nido por precipitacin se'observaron titu-
los de 1:2560; y en cambio, en los anima-
les que fuercn inoculados con PBS se ob-
slelgg que éstos no aleanzaron titulos de

Para poder evaluar la infeccién por Ba-
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El dia 45 murié el boving 177. Estos animales fueron inoculados el dfa 0 y reinoculados el dia 14 con antigeno obtenido
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GRAFICA #3

Velores de Temperatuia y Hematocrito del grupo de animales testige
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El din 84 murieron los bovinos 182 y 498 y ef dia 45 murieron log bovinos 791 y 194, Ectes animasles fueran dosa-
fiadoc con larvas de garrapatas infectadas con Babasa poviz el dia 30
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GRAFICA 4

Promedio de Temperatura y Hematocrito del grupa de animales inoculados con el concentrado del
sobrenadante
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El dia 45 murib el bovino 177. Estes animales fueron inoculados el dia 0 y reinoculados
el dfa 14 con antfoeno obtenido por concentraciGn mediante métodos de pervaporacién
més Adyuvante Incompleta de Freund. E| desafio con larvas de garrapatas infectadas
con Babesia bovis se hizo el dfa 30.
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GRAFICA &

Promedios de Temperatura y Hematorito del grupo de animales inoeulados con et
precipitado del sabrenadante.
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El dia 45 murié el bovina 682 y el dia 40 murid el bovino 635, Estos animates fueron inoculados el
dia 0 y reinogulados el dia 14 con antigeno vbilenido por precipitation con sulfato de amonio al 80 %
mas Adyuvante Incompleta de Freund. El desafio con larvas de garrapatas infectadas con  Babesia
bovis se hizo el dia 30,
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Promadios de Temperatura y Hematocrito del grupo de animales Testiga
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El dfa 44 murieron ios bovinas 182 y 498 y #f dfa 45 murieron los bovinos
791 y 194, Estos animales fueran desafiados con larvas de garrapatas infec-
tadas con Babesia bovis el dla 30.
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GRAFICA 7

TITULOS PROMEDIO EN LA PRUEEA DE INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA PARA Babesia bovis DE LOS 2 GRUPOS DE ANI-
MALES INOCULADOS Y EL GRUPO TESTIGO
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A Animales del grupo testigo desafiados con Javas de garrapata infectadas con Babesia
bovis el dia 30. Para el dia 44 murieron los bovinos 182 y 498 y para el dia 45
murieron el 791 y 194,

B Los animales de este grupo fueron inoculados los dias 0 y 14 con anfigeno obtenido
por concentracidn mediante métodos de pervaporacidn més Adyuvante Inconmpleto
de Freund. EI desafio se hizo el dia 30. EI dia 45 murié el bovino 177,

C Los animales de este grupo fueron inoculados los dias 0 y 14 con antigeno obtenide
por Precipitacién con Sulfato de Amonio al 8094 més Adyuwvante Incompleto de
Freund. EI desafio sa hizo el dia 30. E| dia 45 murio el bovino 682 y el dia 46 murié
¢l 695.
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besia bovis se utilizaron cuatro parémetros
que son: temperatura, hematocrito, poreen-
taje de mortalidad y titulos de anticuerpos
en la prueba de IF], siendo éstos los Gnicos
parametros confiables para poder medir la
respuesta de cada animal (Mahoney, 1962).
En el presente estudio se observd que la
diferencia entre los valores del porcentaje
del hematocrito entre los grupos inmuniza-
dos ¥ testigo, demuestra una respuesta me-
nos severa a la infeccién por parte de los
grupos inmunizados (Gréficas 4, 5 y 6).
E} 100% de mortalidad ccurrida en el gru-
po testigo sc atribuye a la falta de defensa
contra la infeccién, mientras que los ani-
males inoculados, aun cuande no fueron
protegidos en su totalidad, demostraron
una mayor resistencia,

Discusién

Hamburger y Kreier en 1975 utilizaron
animales de laboratorio, los que fueron in-
munizados con vacunas de merozcitos de
Plasmodium. Al desafio encontraron que
los animales estaban protegidos y que esta
proteccion estaba relacionada directamen-
te con la produccidn de anticuerpos.

Los resultados obtenidos en este traba-
jo mostraron que en los animales que fue.
ron inoculados con los antigenos su efecti-
vidad se comprobd, ya que reaccionarcn
positivamente a la prueba de IFI, produ.
ciendo anticuerpos contra Babesia bovis
antes de que fueran desafiados con garra.
patas infectadas (Grafica 7). Se ha toma.
da en cucnta que los antigenos solubles,
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