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RESUMEN

Figueroa M J VY, Cantd A G J, Alvarez M J A, Lona G R, Ramos A J A, Vega M C A, Téc. Pecu. Méx. Vol 36 No
2 1998 pp 95-107. Se determind la capacidad inmunoprotectora de una cepa atenuada de B. bigemina en bovinos.
Se utilizaron 24 bovines de un afio de edad provenientes de zona libre de garrapatas. La cepa inmunizante de B.
bigemina fue aislada de un caso clinico y se ha atenuado por mantenimiento en cultivo i1 vitre. Para la determinacién
de la désis minima immunizante se conformaron cinco grupos de cuatro animales que recibieron désis crecientes
de 105-10° de eritrocitos infectados, y un grupo testigo sin vacunacién. Los animales vacunados y desafiados fueron
monitoreados registrando temperatura rectal, volumen celular aglomerado (VCA) y parasitemia. En la fase
posvacunal no hubo cambios notorios en los pardmetros indicados. La confrontacién se realizd siete meses
posvacunacién utilizando resultados de un ensayo previo en el que se determiné como dosis de confrontacién 10°
eritrocitos infectados con aislado de campo por via intramuscular. Al dia ocho posconfrontacin se observaron
parisitos circulantes en todos los bovinos de los grupos vacunados (10°-10%, con fiebre (40.2 C) dinicamente en el
grupo vacunado con 10°. Los animales del grupo testigo mostraron parasitemia relativamente elevada, fiebre (40.7
(), y disminucién del VCA (> 50%) con respecto del valor basal a los nueve dias posconfrontacién, requiriendose
aplicar el tratamiento especifico para evitar la muerte de los animales. Se concluye que la cepa atennada de B,
bigemina utilizada en este estudio, protege satisfactoriamente a bovinos confrontados con una cepa de campo
virulenta.

PALABRAS CLAVE: Babesia bigemina, Cultivo in vitro, Inmunizacién, Proteccién bovinos.

INTRODUCCION.

La babesiosis bovina, transmitida por importantes para las regiones ganaderas
garrapatas del género Boophilus y causada  localizadas en las zonas tropicales y
por protozoarios intraeritrociticos del subtropicales (1). En México, se ha
género Babesia, es una de las identificado la presencia de las dos

enfermedades econ6micamente mas especies mas importantes, Babesia bovis
y Babesia bigemina (2).
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seriados rapidos de sangre infectada en
becerros esplenectomizados en el caso de
B. bovis (3) y pases lentos en becerros sin
esplenectomizar, en el caso de B. bigemina
(6). Sin embargo, y dado que las vacunas
se derivan de sangre de becerros
infectados, existe el riesgo de que éstas se
contaminen con diversos agentes patogenos
(4,7). Con el advenimiento de técnicas que
permiten la multiplicacion continua del
protozoario en condiciones de laboratorio
(8.9), el riesgo de contaminacién se reduce
ostensiblemente, por lo que, el uso del
cultivo in vitro de Babesia es probablemente
la mejor fuente de parasitos para producir
y evaluar inmundgenos contra la babesiosis
bovina (10).

Asimismo, existe evidencia que
poblaciones de Babesia producidas por este
método, muestran una virulencia reducida
cuando son inoculadas en animales
susceptibles (11,12,13,14,15). El presente
estudio tuvo como objetivos: la evaluacién
de la patogenicidad de una cepa de Babesia
bigemina derivada de cultivo in vitro, en
comparacién con la de un aislado de
campo; asi como la determinacion de la
capacidad inmunoprotectora conferida por
la cepa de cultivo, en bovinos confrontados
en forma controlada con el aislado de
campo.

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico

Bovinos. Se utilizaron 46 animales de la
raza Holstein, con edades que fluctuaban
entre los 12 y 15 meses, provenientes de
hatos lecheros libres de garrapatas
Boophilus, localizados en la periferia de
la Cd. de Querétaro. Se comprobd que los
animales estaban libres de anticuerpos
contra Babesia spp, mediante la técnica
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de Inmunofluorescencia Indirecta (IFD)
(16).

Parésitos. Aislado de campo. Se obtuvo de
un estabilizado amablemente donado por
Lucious P. Chieves (Dept. Bacteriology,
NVSL, USDA, Ames, Iowa). El
aislamiento original se obtuvo de un caso
clinico de campo en México y se ha
mantenido mediante pases alternos en
animales sin esplenectomizar, garrapatas
y criopreservacién (L.P. Chieves,
comunicacién personal). El aislado de
campo de B. bigeminag obtenido (material
criopreservado a -196 C en nitrégeno
liquido), fue inmediatamente descongelado
¢ inoculado intramuscularmente en un
bovino receptor no esplenectomizado para
reactivar los pardsitos criopreservados. Un
segundo  bovino  receptor no
esplenectomizado (donador de aislado de
campo) fue inoculado con 10? eritrocitos
infectados provenientes del bovino receptor
uno, con el fin de incrementar la
parasitemia (porcentaje de eritrocitos
infectados, PEP), y para preparar las dosis
a utilizar en el experimento I. Cuando el
bovino donador mostré signologia clésica
de babesiosis, se colectd sangre periférica
en bolsas conteniendo Citrato-Acido-
Dextrosa como anticoagulante. Una parte
de sangre colectada se lavo en solucion de
VYM (17) y se procesd para preservacion
en nitrogeno liquido (50% V/V de paquete
celular en VYM), utilizando como
crioprotector una solucidn preparada al
20% (V/IV) en VYM, de
polivinilpirrolidona (17). Otra parte de la
sangre infectada se utiliz6 para elaborar
las distintas dosis de eritrocitos infectados
con el aislado de campo de B. bigemina.
Para esto, se determind la cuenta
eritrocitica por unidad de volumen (18), y
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el valor relativo de PEP de acuerdo a lo
descrito previamente (19). Una vez
establecida la dosis de inéculo mis elevada,
se realizaron diluciones decuples de la
sangre infectada en sangre obtenida de un
bovino donador normal, las cuales se
inocularon inmediatamente en los bovinos
susceptibles del experimento I.

Cepa inmunizante. Se utilizo una cepa de
B. bigemina originalmente aislada de un
caso clinico en México, la cual se ha
mantenido alternadamente en congelacién
y propagada continuamente en cultivo in
vitro (9). Similar a lo anterior, para
elaborar las distintas dosis de eritrocitos
infectados con la cepa de B. bigemina
derivada de cultivo in vitro, se
determinaron la cuenta eritrocitica por
unidad de volumen de cultivo y el valor
relativo de PEP (17,18). Una vez
determinada la dosis de inéculo mas
elevada, se realizaron diluciones décuples
de los eritrocitos de cultivo [50% de
paquete celular en solucion de VYM (17))
en sangre obtenida de un bovino donador
normal y almacenada también en solucion
de VYM. Las dosis asi preparadas fueron
mantenidas a 4 C durante almacenaje y
transportacion, antes de ser inoculadas en
los animales susceptibles del experimento
II.

Procedimiento

Disefio experimental. El estudio se disefio
de forma que se pudiera evaluar en bovinos
altamente susceptibles a la babesiosis, la
patogenicidad del aislado de campo
(experimento I), la patogenicidad de la
cepa derivada de cultivo in vitro
(experimento II), y la capacidad
inmunoprotectora de la cepa de cultivo in
vitro (experimento III).
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Experimento 1. Evaluaciéon del
comportamiento del aislado de campo. Con
objeto de determinar la variabilidad de la
infeccion del aislado de campo, se
utilizaron 20 bovinos que se dividieron al
azar en cinco grupos (1-5) de cuatro
animales cada uno. Los animales de cada
grupo fueron inoculados por via
intramuscular con dosis de 10°, 105, 107, 108,
y 10°, de eritrocitos infectados con el
aislado de campo respectivamente. A
partir del dia de la inoculacidn, los
animales se observaron diariamente
durante 12 dias para determinar
reacciones clinicas posinoculacion (PI). A
partir de sangre periférica, colectada de
la vena caudal en tubos evacuados se
prepararon frotis delgados que se tifieron
con colorante de Giemsa para observar al
pardsito por microscopia optica; ademds,
diariamente a partir del dia cuatro PI se
registré la temperatura rectal (TR) y se
determiné el volumen celular aglomerado
(VCA)(18). La dosis minima de parasitos
que al ser inoculada en los bovinos
susceptibles desencadeno la manifestacion
clinica severa en forma tipica, ie.,
parasitemia (0.5%-5%), fiebre (aumento
de temperatura de 1.5 C por dos dias
consecutivos), descenso del valor de VCA
(50% de reduccion o valor de VCA de 15
por dos dias), anorexia, deshidratacion,
depresion, recumbencia, hemoglobinuria
e ictericia (4), fue considerada como la
dosis de confrontacién para utilizarse en
el experimento III.

Experimento II. Inmunizacién. Se
utilizaron 24 animales con los cuales, al
azar, se formaron seis grupos de cuatro
animales cada uno. Cinco de los grupos
(Gpo. 1-5) recibieron, por via
intramuscular, diferentes dosis de
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eritrocitos infectados (EI) con B. bigemina
derivada de cultivo in vitro, siendo éstas
de 10°, 105, 107, 10° y 10° EI respectivamente,
mientras que uno de los grupos (Gpo. 6)
recibié 10° eritrocitos no infectados y
permanecié como testigo. A partir de la
inmunizacién, los animales se observaron
diariamente para determinar reacciones
clinicas posinoculacién (PI). A partir de
sangre periférica y durante 12 dias PI, se
prepararon frotis delgados que se tifieron
con colorante de Giemsa para observar al
parasito por microscopia Optica, ademads
de determinarse los valores de VCA y TR.
El dia de la inmunizacidn, cada siete dias
durante el primer mes y posteriormente
cada 28 dias durante siete meses, se obtuvo
sangre por puncion yugular en tubos al vacio
sin anticoagulante, y el suero obtenido se
utiliz6 en la determinacion de anticuerpos
especificos a Babesia mediante la prueba
de IFI (16).

Experimento III. Confrontacién. Siete
meses PI, los cinco grupos de animales
inmunizados con parésitos derivados de
cultivo in vitro y el grupo testigo, fueron
confrontados con una dosis seleccionada
del experimento 1. Para llevar a cabo esto,
la sangre infectada conteniendo el aislado
de campo 'y mantenida en
criopreservacion, fue descongelada y
administrada en un bovino receptor para
reactivarse y preparar la dosis y volumen
de inéculo necesario. Durante 14 dias se
observaron los animales confrontados con
objeto de determinar reacciones severas,
se colectaron muestras de sangre capilar
para determinar el valor de VCA vy realizar
frotis para observacién microscopica,
ademas de registrar el valor de TR. El dia
de la confrontacién y los dias siete y 14
posconfrontacion, se obtuvo sangre de la
vena yugular para, en el suero obtenido,
determinar titulos de anticuerpos anti-
Babesia mediante la prueba de IF1 (16).

Cuadro 1. Curso de la infeccién en bovinos holstein inoculados con diferentes dosis

del aislado de campo de Babesia bigemina.

PARAMETRO GRUPO?

1 2 3 4 5

Periodo de Incubacién (dias)* & 6 5 5 5

Periodo Prepatente (dias)* 7 6 6 6 5

Fiebre >39.5 C (dias)* 1 3 4 4 2

Fiebre >39.5 C (# animales) 1 4 4 4 4
Temperatura Maxima (C)* 395 40.5 404 40.5 407

Valor minimo/animal VCA** (%) 18 15 16 16 14
Valor minimo VCA (%)* 25.3 18.0 19.7 18.5 16.7
Mixima Reduccién VCA (%)*  12.3 317 29.6 384 41.6

Mixima Reduccién VCA (dia) 1 8 8 8 8
Eritrocitos parasitados (%)*  0.06 1.0 0.4 1.0 0.7

Duracién parasitemia (dias)* 2 3 3 3 2
Quimioterapia (# animales)*** 2/4 4/4 2/4 4/4 4/4

® 1:1x105, 2: 1x105, 3: 1x107, 4: 1x10%, 5: 1x1(P® eritrocitos infectados/animal/i.m,

* Promedio de cuatro animales por grupo.
**  VCA= Volumen celular aglomerado

*¢*  Babesiosis clinica severa. Tratamiento dia siete-ocho PI. No. animales tratados/No. total de animales.
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Cuadro 2. Curso de la infeccion en bovinos holstein inoculados con diferentes dosis
de la cepa de Babesia bigemina derivada de cultive in vitro.

PARAMETRO GRUPQO®
i 2 3 4 5
Periodo de Incubacion (dias)* - 6 - 5 -
Periodo Prepatente (dias)* - 6 5 4 4
Fiebre >39.5 C (dias)* - 1 - 2 -
Fiebre >39.5 C (# animales) 1 3 1 2 2
Temperatura Mixima (C)* 392 398 393 39.8 39.1
Valor minimo/animal VCA** (%) 21 Py 23 2 2
Valor minimo VCA (%)* 253 245 27.0 29.0 257
Maxima reduccion VCA (%)* 10.8 9.1 4.8 132 10.1
Mixima reduccién VCA (dia) 12 12 12 12 5
Eritrocitos parasitados (% )* <{.01 <0.01 <0.01 0.02 0.04
Duracién parasitemia (dias)* 1 1 2 3 3
Quimioterapia (# animales)*** 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

& 1s X106, 2: 1x105, 3: 1x107, 4: 1x10%, 5: 1x10° eritrocitos infectados/animal/i.m.
*  Promedio de 4 animales por grupo. ** VCA= Volumen celular aglomerado.

***Babesiosis clinica severa. No. animales tratados/No. total de animales.

Cuadro 3. Confrontacién con cepa de campo de bovinos holstein inmunizados con
diferentes dosis de Babesia bigemina derivada de cultivo in vitro.

PARAMETRO GRUPO?
i 2 3 4 S 6
Periodo de Incubacién (dias)* 5 - - - 5 5
Periodo Prepatente (dias)* 6 6 5 6 5 5
Fiebre >39.5 C (dias)* 1 - - - 3 3k
Fiebre >39.5 C (# animales) 3 2 1 4 4

Temperatura Mdxima (C)* 39.6 392 39.4 39.4 40.2 41.0

Valor minimo/animal VCA**(%) 20 20 20 24 .18 8
Valor minimo VCA (%)* 24.6 24.2 235 27.7 22.6 13.7

Mixima reduccion VCA (%)* 156 179 20.3 129 18.5 51.8

Miéxima reduccion VCA (dia) 8 9 9 7 12 8
Eritrocitos parasitados (%)* <0.01 <00l <00 <00 0 1.1
Duracién parasitemia (dias)* 3.0 3.5 3.5 35 4.0 4.0
Quimioterapia (# animales)** (/3" 0/4 /4 0/4 /4 4/4

*
Promedio de 4 animales por Grupo.
** Babesiosis clinica severa, Tratamiento dia siete posconfrontacién. No. de animales tratados/No. total de
animales.
a1z Ix105, 20 Ix105, 3: 1x107, 4: 1x10%, §: 1x10° eritrocitos infectados, 6: 1x10° eritrocitos normales/animal/i.m.
t  Un animal del grupo muerto por reticulopericarditis antes de la confrontacién.
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FIGURA 1. TITULO PROMEDIO DE ANTICUERPOS ANTI-B. bigemina EN ANIMALES INOCULADOS
CON CEPAS DE CULTIVO EN LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA *
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FIGURA 2 . TEMPERATURA RECTAL PROMEDIO EN ANIMALES INMUNIZADOS Y CONFRONTADOS
CON CEPA DE CAMPO *
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FIGURA 3 . VALOR PROMEDIO DE VCA EN ANIMALES INMUNIZADOS CONFRONTADOS CON

CEPA DE CAMPO *
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RESULTADOS.

Experimento I. Con excepcidén de los
animales inoculados con la dosis mas baja,
10° El, todos los animales de los cuatro
grupos que recibieron el aislado de campo
de B. bigemina resultaron severamente
afectados por la infeccién, presentando
temperatura promedio por grupo superior
a los 40 C y con duracién de por lo menos
dos dias, descensos en el VCA desde
29.6% hasta 41.6%, con respecto a los
valores de VCA basales, y porcentajes de
eritrocitos infectados desde 0.06% a 1.0%.
Los resultados de la evaluacién de la
patogenicidad del aislado de campo de B.
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bigemina utilizada se muestran en el
Cuadro 1, donde se observa que en la
medida en que se incrementa la dosis de
eritrocitos infectados en el inoculo (10° -
10°), tienden a acortarse los periodos de
incubacién (dia PI en el que se determina
un aumento de temperatura 239.5 C) y
prepatente (dia PI en el que se determina
la presencia de eritrocitos infectados en
frotis sanguineo); la temperatura rectal en
los bovinos es mds elevada y persiste
durante mas dias; y la reduccién en el
valor de VCA promedio es mis drastica.
Dos de los animales de los grupos
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inoculados con 10° y 107 El, sufrieron la
enfermedad en menor grado y no
requirieron tratamiento. Sin embargo, 'y
para evitar la muerte, el resto de los
animales fue tratado entre los dias siete y
ocho PI (Cuadro 1). No obstante que todos
los animales inoculados con 10° EI tuvieron
que recibir tratamiento especifico para
evitar su muerte, el hecho de que dos de
los animales del grupo inoculado con 107
EI no requirieran tratamiento, definié que
la dosis de desafio a utilizarse en €l
experimento I1I fuese de 10% EI.

Experimento II. No se observaron cambios
significativos en las variables estudiadas
en ninguno de los grupos de animales
inmunizados con las diferentes dosis del
pardsito derivado de cultivo in vitro (Cuadro
1I). La temperatura corporal promedio no
se elevo por arriba de los 39.8 C, y el
porcentaje promedio de VCA no descendid
mds del 13.2%, con respecto al valor de
VCA basal en ninguno de los grupos. Las
parasitemias observadas en los tres grupos
inoculados con las dosis mas bajas fueron
<0.01%, y en los grupos inmunizados con
108 Ely 10° EI fueron del 0.02% y 0.04 %,
respectivamente, presentindose ésta por
un méximo de tres dias. Todos los animales
inmunizados seroconvirtieron al dia 12
posinmunizacion, manteniendo titulos
promedio de anticuerpos hasta de 1:2320
el dia 48 posinmunizacién, para
posteriormente declinar a los 153 dias PI,
y manteniéndose bajos hasta el dia de
confrontacion (Figura 1).

Experimento HI. A la confrontacién con
la cepa de campo de Babesia bigemina,
los animales de los grupos vacunados
reaccionan ripidamente, incrementando
los titulos promedio de anticuerpos anti-B.

bigemina hasta de 1:2500 en algunos
animales, hacia los siete y 14 dias
posconfrontacién (Figura 1). Los
resultados de las variables analizadas
durante la confrontacion de los animales
inmunizados se presentan en el Cuadro 3.
Entre los dias cinco y seis
posconfrontacién, se observaron al
microscopio parasitos intraeritrociticos en
todos los bovinos de los grupos
inmunizados, con parasitemias de
<0.01% en todos los grupos, con
excepcidn del grupo inmunizado con 10°,
en el que se determiné una parasitemia
promedio del 0.02%. En contraste, el
promedio de las parasitemias de los
animales del grupo testigo fue 1.1%. Los
resultados de las variables de TR y VCA
se muestran en las Figuras 2 y 3, donde se
observan las diferencias que se presentaron
en ambas variables entre los grupos
inmunizados y el grupo testigo, siendo la
mas importante el descenso del 51.8% en
el valor del VCA, con respecto al VCA
basal que se observé en el grupo testigo,
contra un descenso del 17.0% en promedio
de los cinco grupos inmunizados. Dado
que los animales del grupo testigo
mostraron cambios significativos en las
variables analizadas y padecieron la
enfermedad en forma severa (4), estos
tuvieron que ser tratados con babesiacida
especifico  (Imidocarb, Imizol®
Mallinckrodt Vet, México). En contraste,
y a pesar de haberse presentado fiebre por
tres dias en los animales del grupo §,
ninguno de los animales vacunados requirié
el tratamiento, dado que, después de una
evaluacion clinica y tomando en cuenta las
variables analizadas, se considerd que los
animales se encontraban fisicamente sanos
y en franca recuperacién hacia el dia 12
posconfrontacion.
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DISCUSION

La variacién en los efectos biolégicos
producidos y medidos en el hospedero,
posterior a una infeccién por Babesia spp
en bovinos, estd dada en gran parte, por
las caracteristicas de virulencia y
patogenicidad de la poblacién de parasitos
utilizados para inducir tal infeccién
(3,4,6,10,11,15). Sin embargo, otros
factores importantes a considerar son los
relacionados con el hospedero bovino, tales
como: edad, sexo, estado nutricional,
estado fisiologico, estado inmune, tipo de
bovino, susceptibilidad del hospedero
(tanto a la garrapata vector, como a
Babesia spp) y los relacionados con los
métodos de preparacién y rutas de
administracién del in6culo conteniendo los
pardsitos en estudio (2,3,4,5,6,10,12,14,
15,20,21). El curso de la infeccién
observada en los animales inoculados con
las diferentes dosis del aislado de campo
de B. bigemina, demuestra en este estudio
que, salvo por la respuesta de los cuatro
animales aparentemente resistentes, la
poblacion de parasitos utilizada es lo
suficientemente virulenta como para
provocar la manifestacién clinica severa,
en por lo menos 60% de los animales
susceptibles inoculados (4). Previamente
se ha demostrado que existe una relacién
inversa entre la duracion de los periodos
de incubacion y/o prepatente, y el niimero
de parasitos presente en el in6culo (20,22).
Animales que recibieron sangre infectada,
obtenida de portadores sanos y conteniendo
pocos eritrocitos infectados con B.
bigemina, tuvieron un periodo de
incubacion més prolongado que aquellos
que recibieron sangre de animales con la
infeccion patente (22). De igual forma, los
animales inoculados con 108 y 107 eritrocitos
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infectados con B. bigemina presentaron
periodos prepatentes de seis y nueve dias,
respectivamente (20).

La reaccién causada por la cepa de campo
de B. bigemina en los animales inoculados
en este estudio puede clasificarse como
severa, con base en los parimetros
evaluados, ie, fiebre con cuatro dias de
duracién y un méaximo decremento en el
valor de VCA de hasta 41.6%. En general,
la infeccidn causada por B. bigemina en
los bovinos conduce a una anemia
hemolitica del tipo macrocitica
hipocrémica (23), la cual si no se
interviene a tiempo, puede causar la
muerte de los animales infectados (23,24).
En contraste, los animales inoculados con
organismos derivados de cultivo in vitro del
experimento II muestran ya sea cambios
moderados o ausencia de ellos de acuerdo
a los parametros evaluados, resultando mas
inocua la dosis de 107 EI, ya que los
animales que recibieron esta dosis como
inéculo mostraron el menor decremento
en el valor promedio de VCA (4.8 %). Este
decremento es comparativamente mas bajo
que el producido por la cepa G vacunal
(17.4%) de B. bigemina australiana (25),
o por la cepa SIA vacunal (20.7%) de B.
bigemina argentina (5), mantenidas en
cultivo por 100 y =76 dias, respectivamente,
y cuando son utilizadas a la misma dosis
pero inoculadas por via subcutanea.

Aun cuando se presentaron bajas
parasitemias en los animales inmunizados
con la cepa de Babesia bigemina, es claro
que las condiciones de cultivo in vitro, no
interfirieron con la infectividad del
parasito; sin embargo, confirmaron el
proceso de atenuacidn que esta cepa ha
sufrido durante su propagacion continua en
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cultivo por un periodo prolongado (15).

No obstante, la infeccién y subsecuente
multiplicacién de un organismo de reducida
virulencia o atenuado, es un factor deseado
en un inmunégeno vivo, ya que éste al estar
circulando por periodos relativamente
prolongados en el hospedero bovino, podria
estimular el sistema inmune de una
manera mas constante y quizd mas
efectiva. Esto se manifiesta como la
determinacién de un titulo de anticuerpos
relativamente elevado anti-B. bigemina,
elucidado por la inoculacién de organismos
derivados de cultivo in vitro en los animales
de este estudio.

Si bien es cierto que un elevado titulo de
anticuerpos anti-Babesia no se
correlaciona con proteccién en animales
que son posteriormente confrontados (26),
los titulos de anticuerpos determinados por
medio de la prueba de inmunofluorescencia
indirecta han sido considerados como una
evidencia de la infectividad de las cepas
vacunales de Babesia (5, 27), pero también
como una medida indirecta de la duracién
de la inmunidad contra Babesia spp (5, 28).
Asi, se han detectado anticuerpos anti-
Babesia, los cuales comienzan a
incrementarse entre los dias 10-20
posvacunacidn, alcanzando los titulos mas
altos entre los 25-50 dias posvacunacion,
y disminuyendo a partir del dia 30-60
posvacunacién (5, 27). Los resultados
obtenidos en este estudio coinciden en parte
con los publicados recientemente (27), en
los que se indica que los méaximos titulos
de anticuerpos anti-B. bigemina se
alcanzan entre los 40 y 50 dias
posinmunizacion.

En la literatura se ha sefialado que no existe

evidencia que demuestre que los bovinos
puedan resistir una infeccién por Babesia
al extremo de inhibir completamente la
multiplicacion de todas las cepas o aislados
a los cuales ellos pudieran estar expuestos
(29). De esta forma, la inmunidad conferida
por un inmunoégeno es mejor evaluada al
medir la intensidad de infeccidn
posconfrontacién con cepas o aislados
cuyas caracteristicas de virulencia hayan
sido previamente evaluadas. En este estudio
se satisface tal requisito, al compararse
la intensidad de infeccion registrada en los
animales testigo (severa), contra la
registrada en los animales inmunizados con
la cepa derivada de cultivo in vitro (leve a
moderada), posterior a una confrontacion
heter6loga y con una poblacién de
organismos virulentos (aislado de campo).
Asi, en este estudio se demostr6 que todos
los animales inmunizados, sin importar la
dosis de parasitos administrados,
resistieron la confrontacién con un
aislamiento de campo, que fue lo
suficientemente patdgeno como para matar
a los cuatro animales del grupo testigo. Sin
embargo, es de hacer notar que dentro de
los grupos de animales inmunizados con
B. bigemina derivada de cultivo in vitro, se
observo una intensidad de infeccién mas
alta, pero sin llegar a severa, en el grupo
que recibié 10° EI, manifestandose como
fiebre de hasta tres dias de duracion, una
mayor y mas prolongada parasitemia
promedio, y un mayor decremento en el
valor de VCA. Este efecto puede ser debido
en parte, a la excesiva cantidad de
organismos inoculados ( y por lo tanto, mis
masa antigénica), la cual pudiera conducir
a un estado de dafio o disfuncidn del
sistema inmune, ie., inmunotolerancia,
evidenciada como un estado de respuesta
inmune disminuida en uno o méas de los
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procesos interrelacionados del sistema
inmune (30). En este estudio en particular
se evalud Gnicamente la respuesta humoral
del sistema inmune. Sin embargo, se pudo
comprobar que ¢l grupo de animales
inmunizado con 10° EI registr6 el titulo
promedio de anticuerpos mas bajo
(1:1,500) entre los 41 y 55 dias
posinmunizacion (Figura 1).

Es importante conocer la duracién de la
inmunidad conferida a los bovinos por un
inmundgeno, especialmente si se piensa
implementar regimenes de vacunacién en
una determinada region, o si se planea
introducir ganado altamente susceptible a
zonas tropicales y subtropicales de alto
riesgo de babesiosis. El efecto protector
de vacunas contra Babesia spp,
generalmente se considera prolongado (28,
29). En Australia, por ejemplo,
usualmente se recomienda una sola
vacunacién del ganado en zonas endémicas
de babesiosis (3,28,29). En condiciones de
campo, la inmunidad estimulada mediante
la vacunacién se refuerza ante la
confrontacion continua y persiste de por
vida, siempre y cuando los animales se
expongan a los aislados de campo,
transmitidos por la garrapata vector (3, 26,
28, 29).

Estudios comparables a éste, sefialan una
duracién de inmunidad protectora en
animales vacunados con cepas mantenidas
en cultivo in vitro, de por lo menos cinco
meses, cuando los animales se confrontan
con 10® EI de un aislado virulento de B.
bigemina (5, 25). En este estudio se pudo
comprobar que la duracion de la inmunidad
conferida por el inmundgeno derivado de
cultivo in vitro es de por lo menos siete
meses. Se establecid también, que los
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promedios de méaximo decremento en el
valor de VCA determinado en los animales
confrontados (18.5%-20.3%),  se
encuentran dentro de los limites tolerables
de severidad o intensidad de infeccién (4,
5, 25), no requiriéndose el tratamiento
anti-babesial. Se confirma ademads, que
tanto la inmunogenicidad como la
avirulencia de la cepa derivada de cultivo
in vitro se mantiene y no ha sido
apreciablemente afectada por su
prolongado mantenimiento en cultivo (15).

En conclusién, las caracteristicas de
inocuidad, inmunogenicidad y capacidad
protectora de la cepa de B. bigemina
derivada de cultivo in vitro (denominada
BIS-1), son altamente satisfactorias cuando
es inoculada en bovinos susceptibles, por
lo que se preveé la inclusion de ésta en un
preparado combinado con una clona de B.
bovis derivada también de cultivo in vitro
(31). Una vez establecidos y satisfechos
los criterios de inocuidad, inmunogenicidad
y potencia del preparado combinado, un
inmundégeno combinado de organismos
vivos de reducida virulencia y derivados
de cultivo in vitro podria, eventualmente,
utilizarse como vacuna para proteger al
ganado contra la babesiosis causada por
B. bigemina y B. bovis. Los resultados de
estudios a publicarse posteriormente,
indican que el método es factible de llevarse
a cabo.
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PROTECTIVE CAPABILITY IN
CATTLE OF AN in vitro CULTURE
DERIVED Babesia bigemina STRAIN

SUMMARY

Figuerca M J V, Cant6 A G J, AlvarezM J A, Lona G
R, Ramos A J A, Vega M C A, Téc. Pecu. Méx. Vol 36
No 2 1998 pp 95-107. To assess the protection conferred
by an ir vitro culture-derived Babesia bigemina strain,
24 susceptible Holstein young bulls (12 -14 months old)
were alloted in groups of four animals each. Five groups
were inoculated IM with ten-fold increasing dosis (10°-
10% of parasite infected erythrocytes (IE}. A sixth group
of bulls remained as control group inoculated with
normal bovine erythrocytes. Animals were monitored
by recording rectal temperature (RT), packed cell
volume (PCV) and percent parasitemia (PPE). All
animals became infected after immunization and
showed none to mild clinical signs of disease. Seven
months after immunization all groups of cattle,
including the control animals, were IM challenged with
10% 1IE of a virulent B. bigemina field isolate previously
evaluated as such. Eight days post-challenge (PC) all
principals and contrel animals became infected.
However, only cattle vaccinated with the highest dose
(10° IE) showed a peak of fever (40.2 C). Regardless
the immunization dose received, all immunized animals
resisted challenge with the virulent isolate. In contrast,
control animals showed a relatively high PPE (1.1%),
fever (40.7 C) for up to four days, and a maximun
decrease in PCV index of >50%, requiring specific
babesiacide treatment to avoid death. Thus, the
attenuated, in vitro culture-derived B. bigemina strain
used as an immunogen in this study, conferred solid
protection in cattle when challenged with a virulent
field isolate.

KEY WORDS: Babesia bigemina, in vitro culture,
Immunization, Cattle protection.
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