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RESUMEN 

Figueroa M J V, CantO A G J, Alvarez M J A, Lona G R, Ramos A J A, Vega M C A. Tee. Pecu. Mex. Vol 36 No 
21998 pp 95-107. Se determinola capacidad imnunoprotectora de una cepa atenuada de B. bigemina en bovinos. 
Se utilizaron 24 bo"inos de un ano de edad provenientes de zona libre de garrapatas. La cepa imnunizante de B. 
bigemina fue aislada de un caso clinico y se ha atenuado por mantenimiento en cultivo in vitro. Para Ia determinacion 
de la dOsis minima imnnnizante se conformaron cinco grupos de cuatro animales que recibieron dosis crecientes 
de 10'-10!' de eritrocitos inIectados, y un grupo testigo sin vacunacion. Los animale.~ vacunados y desafiados fueron 
monitoreados registrando temperatura rectal, volumen celular agiomerado (VCA) y parasitemia. En la fase 
posvacunal no hubo cambios notorios en los panimetros indicados. La confrontacion se realizo siete meses 
posvacunacion utilizando resultados de un ensayo previo en el que se deterInino como dosis de confrontacion lOS 
eritrocitos inIectados con aislado de campo por via intramuscular. Al dia ocho posconfrontacion se observaron 
parasitos circulantes en todos los bovinos de los grupos vacunados (10'-10!'), con fiebre (40.2 C) Unicamente en el 
grupo vacunado con 10!'. Los animales del grupo testigo mostraron parasitemia relativamente elevada, fiebre (4(1.7 
C), y disminucion del VCA (> 50%) con respecto del valor basal a los nueve dias posconfrontacion, requiriendose 
aplicar el trataIniento especifico para evitar la muerte de los animales. Se concluye que la cepa atenuada de B. 
bigemina utilizada en este e.!Iiudio, protege satisfactoriamente a bovinos confrontados con una cepa de campo 
virulenta. 

PALABRAS CLAVE: Babesia bigemilla, Cultivo ill vitro, Inmunizacion, Proteccion bovinos. 

INTRODUCCION. 

La babesiosis bovina, transmitida par importantes para las regiones ganaderas 
garrapatas del genera Boophilus y causada localizadas en las zonas tropicales y 
par protozoarios intraeritrociticos del subtropicales (l). En Mexico, se ha 
genero Babesia, es una de las identificado la presencia de las dos 
enfermedades econ6micamente mas especies mas importantes, Babesia bovis 

y Babesia bigemina (2). 
a Recibido el 29 de enero de 1998 y aceptado para su 

publica cion el 7 de abril de 1998. 
Parcialmente f'manciado por PAlEPEME, A.C. El metodo inmunoprofilactico que en la 

b Centro Nacional de Investigaciones en Parasitologia actualidad se utiliza con mayor frecuencia 
Veterinaria/INIFAP. km. 11.5 Carretera 

fue desarrollado en Australia (3) y la Cuernavaca-Cuautla. Colonia Progreso, Jiutepec, 

Mor. 62550. Para solicitud de separatas dirigirse al metodologia ha side posteriormente 

primer autor en esta direccion. 
 aplicada en Argelia, Sri Lanka, Argentina, 

c Centro Nacional de Investigaciones en Fisiologia y 
Mejoramiento Animal. Apartado Postal #2-29. Uruguay, Suctafrica, Israel y Cuba (3,4,5). 
Queretaro, Qro. 76280. Este metodo, consiste en el uso de 

d Universidad Autonoma de Queretaro. Escuela de organismos vivos de reducida virulencia, Medicina Veterinaria y Zootecnia. Centro 
Universitario. Queretaro, Qro. los cuales se obtienen al realizar pases 
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seriados nipidos de sangre infectada en de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
becerros esplenectornizados en el caso de (16). 
B. bovis (3) y pases lentos en becerros sin 
esplenectornizar, en el caso de B. bigemina Panisitos. Aislado de campo. Se obtuvo de 
(6). Sin embargo, y dado que las vacunas un estabilizado amablemente donado por 
se derivan de sangre de becerros Lucious P. Chieves (Dept. Bacteriology, 
infectados, existe el riesgo de que estas se NVSL, USDA, Ames, Iowa). El 
contaminen con diversos agentes patogenos aislarniento original se obtuvo de un caso 
(4,7). Con e 1 advenimiento de tecnicas que cHnico de campo en Mexico y se ha 
permiten la multiplicacion continua del mantenido mediante pases alternos en 
protozoario en condiciones de laboratorio animales sin esplenectornizar, garrapatas 
(8,9), el riesgo de contaminacion se reduce y criopreservaci6n (L. P. Chieves, 
ostensiblemente, por 10 que, el uso del comunicaci6n personal). El aislado de 
cultivo in vitro de Babesia es probablemente campo de B. bigemina obtenido (material 
la mejor fuente de parasitos para producir criopreservado a -196 C en nitr6geno 
y evaluar inmunogenos contra la babesiosis liquido), fue inmediatamente descongelado 
bovina (10). e inoculado intramuscularmente en un 
Asimismo, existe evidencia que bovino receptor no esplenectornizado para 
poblaciones de Babesia producidas por este reactivar los parasitos criopreservados. Un 
metodo, muestran una virulencia reducida segundo bovino receptor no 
cuando son inoculadas en animales esplenectornizado (donador de aislado de 
susceptibles (11,12,13,14,15). El presente campo) fue inoculado con 108 eritrocitos 
estudio tuvo como objetivos: la evaluacion infectados provenientes del bovino receptor 
de la patogenicidad de una cepa de Babesia uno, con el fin de incrementar la 
bigemina derivada de cultivo in vitro, en parasitemia (porcentaje de eritrocitos 
comparaci6n con la de un aislado de infectados, PEP), Ypara preparar las dosis 
campo; asi como la determinaci6n de la a utilizar en el experimento I. Cuando el 
capacidad inmunoprotectora conferida por bovino donador mostr6 signologia chisica 
la cepa de cultivo, en bovinos confrontados de babesiosis, se colect6 sangre periferica 
en forma controlada con el aislado de en bolsas conteniendo Citrato-Acido­
campo. Dextrosa como anticoagulante. Una parte 

de sangre colectada se lavo en soluci6n de 
MATERIAL Y METODOS VYM (17) Y se proces6 para preservacion 

en nitr6geno liquido (50% V IV de paquete 
Material Biologico celular en VYM), utilizando como 
Bovinos. Se utilizaron 46 animales de la crioprotector una soluci6n preparada al 
raza Holstein, con edades que fluctuaban 20% (V IV) en VYM, de 
entre los 12 y 15 meses, provenientes de polivinilpirrolidona (17). Otra parte de la 
hatos lecheros libres de garrapatas sangre infectada se utiliz6 para elaborar 
Boophilus, localizados en la periferia de las distintas dosis de eritrocitos infectados 
la Cd. de Queretaro. Se comprob6 que los con el aislado de campo de B. bigemina. 
animales estaban libres de anticuerpos Para esto, se determin6 la cuenta 
contra Babesia spp, mediante la tecnica eritrocitica por unidad de volumen (18), y 
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el valor relativo de PEP de acuerdo a 10 
descrito previamente (19). Unavez 
establecida la dosis de inOculo mas 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 origina1mente aislada de un 
caso clinico en Mexico, la cual se ha 
mantenido alternadamente en congelacion 
y propagada continuamente en cultivo in 
vitro (9). Similar a 10 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 inoculo mas 
elevada, se realizaron diluciones decuples 
de los eritrocitos de cultivo [50% de 
paquete celular en solucion de VYM (17)] 
en sangre obtenida de un bovino donador 
normal y a1macenada tambien en solucion 
de VYM. Las dosis asi preparadas fueron 
mantenidas a 4 C durante almacenaje y 
transportacion, antes de ser inoculadas en 
los animales susceptib1es del experimento 
II. 

Procedimiento 
Disefio experimental. E1 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). 

Experimento I. Evaluacion del 
comportamiento del ais1ado de campo. Con 
objeto de determinar la variabilidad de la 
infeccion del ais1ado de campo, se 
utilizaron 20 bovinos que se dividieron a1 
azar en cinco grupos (1-5) de cuatro 
animales cada uno. Los animales de cada 
grupo fueron inoculados por via 
intramuscular con dosis de lOS, 1()6, 107, 108, 

Y 109 , de eritrocitos infectados con el 
aislado de campo respectivamente. A 
partir del dia de 1a inoculacion, los 
animales se observaron diariamente 
durante 12 dias para determinar 
reacciones cHnicas posinoculacion (PI). A 
partir de sangre periferica, colectada de 
la vena caudal en tubos evacuados se 
prepararon frotis delgados que se tifieron 
con colorante de Giemsa para observar al 
paras ito por microscopia optica; ademas, 
diariamente a partir del dia cuatro PI se 
registro 1a temperatura rectal (TR) y se 
determin6 el volumen celular aglomerado 
(VCA)(18). La dosis minima de panlsitos 
que al ser inoculada en los bovinos 
susceptibles desencadeno la manifestaci6n 
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 0 valor de VCA de 15 
por dos dias), anorexia, deshidratacion, 
depresi6n, recumbencia, hemoglobinuria 
e ictericia (4), fue considerada como la 
dosis de confrontacion para utilizarse en 
el experimento III. 

Experimento II. Inmunizaci6n. 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 est;ls 
de lOS, 1()6, 107

, lOS Y1()9 EI respectivamente, 
mientras que uno de los grupos (Gpo. 6) 
recibio 109 eritrocitos no infectados y 
permanecio como testigo. A partir de la 
inmunizacion, los animales se observaron 
diariamente para determinar reacciones 
cHnicas posinoculacion (PI). A partir de 
sangre periferica y durante 12 dias PI, se 
prepararon frotis delgados que se tifieron 
con colorante de Giemsa para observar al 
parasito por microscopia 6ptica, ademas 
de determinarse los valores de VCA y TR. 
El dia de la inmunizaci6n, cada siete dias 
durante el primer mes y posteriormente 
cada 28 dias durante siete meses, se obtuvo 
sangre por punci6n yugular en tubos al vacio 
sin anticoagulante, y el suero obtenido se 
utiliz6 en la determinaci6n de anticuerpos 
especificos a Babesia mediante la prueba 
de IFI (16). 

Experimento III. Confrontacion. Siete 
meses PI, los cinco grupos de animales 
inmunizados con parasitos derivados de 
cultivo in vitro y el grupo testigo, fueron 
confrontados con una dosis seleccionada 
del experimento I. 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 inoculo 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 y realizar 
frotis para observacion microscopica, 
ademas de registrar el valor de TR. El dia 
de la confrontacion y los dias siete y 14 
posconfrontacion, se obtuvo sangre de la 
vena yugular para, en el suero obtenido, 
determinar dtulos de anticuerpos anti­
Babesia mediante la prueba de IFI (16). 

Cuadro 1. Curso de la infeccion en bovinos holstein inoculados con diferentes dosis 
del aislado de campo de Babesia bigemina. 

PARAMETRO GRUPO' 
1 2 3 4 5 

Periodo de Incubaci6n (dias)* 8 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)* 39.5 40.5 40.4 40.5 40.7 
Valor minimo/animal VCA ** (%) 18 15 16 16 14 

Valor minimo VCA (%)* 25.3 18.0 19.7 18.5 16.7 
Maxima Reduccion VCA (%)* 12.3 37.7 29.6 38.4 41.6 

Maxima Reduccion VCA (dia) 11 8 8 8 8 
Eritrocitos parasitados (%)* 0.06 1.0 0.4 1.0 0.7 

Duracion parasitemia (dias)* 2 3 3 3 2 
Quimioterapia (N animales)*** 2/4 4/4 2/4 4/4 4/4 

I:1xlOS, 2: 1xID', 3: 1xl07 , 4: Ix1OS, 5: 1xIW eritrocitos infectadosfanimaIli.m. 

* Promedio de cuatro animales por grupo. 

** VCA= Volumen celular aglomerado 

*** Babesiosis cUnica severa. Tratamiento dla siete-ocho PI. No. animales tratadoslNo. 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 cultivo in vitro. 

PARAMETRO GRUPO' 
1 2 3 4 5 

Periodo de Incubaci6n (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 Maxima (C)* 39.2 39.8 39.3 39.8 39.1 
Valorminimo/animal VCA** (%) 21 22 23 21 22 

Valor minimo VCA (%)* 25.3 24.5 27.0 29.0 25.7 
Maxima reducci6n VCA (%)* 10.8 9.1 4.8 13.2 10.1 

Maxima reducci6n VCA (dia) 12 12 12 12 5 
Eritrocitos parasitados (%)* <0.01 <0.01 <0.01 0.02 0.04 

Duraci6n parasitemia (dias)* 1 1 2 3 3 
Quimioterapia (# animales)*** 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 

a 	 1: txW, 2: 1xl06, 3: 1x107, 4: 1x1OS, 5: lxlO" eritrocitos infectados/animal/i.m. 
* Promedio de 4 animales por grupo. ** VeA= Volumen celnlar aglomerado. 
***Babesiosis clinica severa. No. animales tratadoslNo. total de animales. 

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

PARAMETRO GRUPO' 
1 2 3 4 5 6 

Periodo de Incubaci6n (dias)* 5 - - 5 5 
Periodo Prepatente (dias)* 6 6 5 6 5 5 

Fiebre > 39.5 C (dias)* 1 - - - 3 3** 
Fiebre > 39.5 C (# animales) 3 - 2 I 4 4 

Temperatura Maxima (C)* 39.6 39.2 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 23.5 27.7 22.6 13.7 
Maxima reducci6n VCA (%)* 15.6 17.9 20.3 12.9 18.5 51.8 

Maxima reducci6n VCA (dia) 8 9 9 7 12 8 
Eritrocitos parasitados (%)* <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.02 1.1 

Duraci6n parasitemia (dias)* 3.0 3.5 3.5 3.5 4.0 4.0 
Quimioterapia (# animales)** 0/3b 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4 

* Promedio de 4 animales por Grupo. 
** 	Babesiosis clinica severa. Tratamiento dia siete posconfrontacion. No. de animales tratadoslNo. total de 

animales. 
• I: 1x105, 2: lxl06, 3: lxlO7, 4: Ix1OS, 5: IxlO" eritrocitos infectados, 6: 1xlO" eritrocitos normales/animal/i.m. 
b Un animal del gropo muerto por reticnlopericarditis antes de la confrontacion. 
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FIGURA 1. TlTUW PROMEDIO DE ANTlCUERPOS ANTI-B. bigemilUl EN ANlMALES INOCULAOOS 
CON CEPAS DE CULTIVO EN LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECT A • 
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FIGURA 2 . TEMPERATURA RECTAL PROMEDIO EN ANlMALES INMUNIZADOS Y CONFRONTADOS 
CON CEPA DE CA.I\1PO • 
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FIGURA 3 . VALOR PROMEDIO DE VCA EN ANIMALES INMUNIZADOS CONFRONTADOS CON 
CEPA DE CAMPO' 
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·Cada punto representa el promedio de cuatro animales 

RESULTADOS. 

Experimento I. Can excepci6n de los bigemina utilizada se muestran en el 
animales inoculados can la dosis mas baja, Cuadro 1, donde se observa que en la 
lOS EI, todos los ani males de los cuatro medida en que se incrementa la dosis de 
grupos que recibieron el aislado de campo eritrocitos infectados en el inoculo (lOS ­
de B. bigemina resultaron severamente 1(9). tienden a acortarse los periodos de 
afectados par la infecci6n, presentando incubaci6n (dia PI en el que se determina 
temperatura promedio por grupo superior un aumento de temperatura ;;::39.5 C) y 
a los 40 C Y can duraci6n de por 10 menos prepatente (dia PI en el que se deterrnina 
dos dias, descensos en el VCA desde la presencia de eritrocitos infectados en 
29.6% hasta 41. 6 %, can respecto a los fro tis sanguineo); la temperatura rectal en 
valores de VCA basales, y porcentajes de los bovinos es mas elevada y persiste 
eritrocitos infectados desde 0.06% a 1.0%. durante mas dias; y la reducci6n en el 
Los resultados de la evaluaci6n de la valor de VCA promedio es mas drastica. 
patogenicidad del aislado de campo de B. Dos de los animales de los grupos 
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inoculados con lOS y 107 EI, sufrieron la 
enfermedad en menor grado y no 
requirieron tratamiento. Sin ernbargo,y 
para evitar la rnuerte, el resto de los 
animales fue tratado entre los dias siete y 
ocho PI (Cuadro 1). No obstante que todos 
los animales inoculados con 1()6 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, definio que 
la dosis de desafio a utilizarse en el 
experimento III fuese de 108 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 
parasito derivado de cultivo in vitro (Cuadro 
II). La temperatura corporal promedio no 
se elevo por arriba de los 39.8 C, y el 
porcentaje promedio de VCA no descendio 
mas 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 %, yen los grupos inmunizados con 
lOS EI y 109 EI fueron del 0.02 % y 0.04%, 
respectivamente, presentandose esta por 
un maximo de tres dias. Todos los animales 
inmunizados seroconvirtieron al dia 12 
posinmunizacion, manteniendo titulos 
promedio de anticuerpos hasta de 1 :2320 
el dia 48 posinmunizaci6n, para 
posteriormente declinar a los 153 dias PI, 
y manteniendose bajos hasta el dia de 
confrontaci6n (Figura 1). 

Experimento III. A la confrontacion con 
la cepa de campo de Babesia bigemina, 
los animales de los grupos vacunados 
reaccionan rapidamente, incrementando 
los titulos promedio de anticuerpos anti-B. 

bigemina hasta de 1 :2500 en algunos 
animales, hacia los siete y 14 dias 
posconfrontaci6n (Figura 1). Los 
resultados de las variables analizadas 
durante la confrontaci6n de los animales 
inmunizados se presentan en el Cuadro 3. 
Entre los dias cinco y seis 
posconfrontaci6n, se observaron al 
microscopio parasitos intraeritrociticos en 
todos los bovinos de los grupos 
inmunizados, con parasitemias de 
< 0.01 % en todos los grupos, con 
excepci6n del grupo inmunizado con 109 

, 

en el que se determin6 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 observo 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 (lmidocarb, ImizolR 

Mallinckrodt Vet, Mexico). En contraste, 
y a pesar de haberse presentado fiebre por 
tres dias en los animales del grupo 5, 
ninguno de los animales vacunados requirio 
el tratamiento, dado que, despues de una 
evaluaci6n clinica y tomando en cuenta las 
variables analizadas, se considero que los 
animales se encontraban fisicamente sanos 
y en franca recuperacion hacia el dia 12 
posconfrontacion. 
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DISCUSION 

La variacion en los efectos biologicos 
producidos y medidos en el hospedero, 
posterior a una infeccion por Babesia spp 
en bovinos, esta dada en gran parte, por 
las caracteristicas de virulenc ia y 
patogenicidad de la poblacion de panisitos 
utilizados para inducir tal infeccion 
(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 
metodos de preparacion y rutas de 
administracion del inoculo conteniendo los 
parasitos en estudio (2,3,4,5,6,10,12,14, 
15,20,21). El curso de la infeccion 
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 panisitos utilizada es 10 
suficientemente virulenta como para 
provocar la manifestacion clinica severa, 
en por 10 menos 60% de los animales 
susceptibles inoculados (4). Previamente 
se ha demostrado que existe una relacion 
inversa entre la duracion de los periodos 
de incubacion y/o prepatente, y el numero 
de parasitos presente en el inOculo (20,22). 
Animales que recibieron sangre infectada, 
obtenida de portadores sanos y conteniendo 
pocos eritrocitos infectados con B. 
bigemina, tuvieron un periodo de 
incubacion mas prolongado que aquellos 
que recibieron sangre de animales con la 
infecci6n patente (22). De igual forma, los 
animales inoculados con lOS y 107 eritrocitos 

infectados con B. bigemina presentaron 
periodos prepatentes de seis y nueve dias, 
respectivamente (20). 

La reaccion causada por la cepa de campo 
de B. bigemina en los animales inoculados 
en este estudio puede clasificarse como 
severa, con base en los parametros 
evaluados, ie, fiebre con cuatro dias de 
duraci6n y un maximo decremento en el 
valor de VCA de hasta 41.6%. En general, 
la infecci6n causada por B. bigemina en 
los bovinos conduce a una anemia 
hemolHica del tipo macrocitica 
hipocromica (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 0 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 
inoculo mostraron el menor decremento 
enel valor promedio deVCA (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 dijls, 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 atenuaci6n que esta cepa ha 
sufrido durante su propagaci6n continua en 
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cultivo por un periodo prolongado (15). 

No obstante, la infeccion y subsecuente 
multiplicacion de un organismo de reducida 
virulencia 0 atenuado, es un factor deseado 
en un inmunogeno vivo, ya que este al estar 
circulando por periodos relativamente 
prolongados en el hospedero bovino, podria 
estimular el sistema inmune de una 
manera mas constante y quiza mas 
efectiva. Esto se manifiesta como la 
determinacion de un titulo de anticuerpos 
relativamente elevado anti-B. bigemina, 
elucidado por la inoculacion 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 proteccion 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 tambien 
como una medida indirecta de la duracion 
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 
posvacunacion, alcanzando los titulos mas 
altos entre los 25-50 dias posvacunacion, 
y disminuyendo a partir del dia 30-60 
posvacunacion (5, 27). Los resultados 
obtenidos en este estudio coinciden en parte 
con los public ados recientemente (27), en 
los que se indica que los maximos titulos 
de anticuerpos anti-B. bigemina se 
alcanzan entre los 40 y 50 dias 

evidencia que demuestre que los bovinos 
puedan resistir una infeccion por Babesia 
al extremo de inhibir completamente la 
multiplicacion de todas las cepas 0 aislados 
a los cuales ellos pudieran estar expuestos 
(29). De esta forma, la inmunidad conferida 
por un inmunogeno es mejor evaluada al 
medir la iIitensidad de infeccion 
posconfrontacion con cepas 0 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 
heterologa y con una poblacion de 
organismos virulentos (aislado de campo). 
Asi, en este estudio se demostro que todos 
los animales inmunizados, sin importar la 
dosis de parasitos administrados, 
resistieron la confrontacion con un 
aislamiento de campo, que fue 10 
suficientemente patogeno 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 infeccion mas 
alta, pero sin llegar a severa, en el grupo 
que recibio 109 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 yeA. Este efecto puede ser debido 
en parte, a la excesiva cantidad de 
organismos inoculados ( y por 10 tanto, mas 
masa antigenica), la cual pudiera conducir 
a un estado de dana 0 disfuncion del 

posinmunizacion. sistema inmune, ie., inmunotolerancia, 
evidenciada como un estado de respuesta 

En la literatura se ha senalado que no existe inmune disminuida en uno 0 mas de los 
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procesos interrelacionados del sistema 
inmune (30). En este estudio en particular 
se evaluo Unicamente la respuesta humoral 
del sistema inmune. Sin embargo, se pudo 
comprobar que el grupo de animales 
inmunizado con 1()9 EI registro el titulo 
promedio de anticuerpos mas bajo 
(1: 1,500) entre los 41 y 55 dias 
posinmunizacion (Figura 1). 

Es importante conocer la duracion de la 
inmunidad conferida a los bovinos por un 
inmunogeno, especialmente si se piensa 
implementar regimenes de vacunacion en 
una determinada region, 0 si se planea 
introducir ganado altamente susceptible a 
zonas tropicales y subtropicales de alto 
riesgo de babesiosis. EI efecto protector 
de vacunas contra Babesia spp, 
generalmente se considera prolong ado (28, 
29). En Australia, por ejemplo, 
usual mente se recomienda una sola 
vacunacion del ganado en zonas endemic as 
de babesiosis (3,28,29). En condiciones de 
campo, la inmunidad estimulada mediante 
la vacunacion 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 este, senalan una 
duracion de inmunidad protectora en 
animales vacunados con cepas mantenidas 
en cultivo in vitro, de por 10 menos cinco 
meses, cuando los animales se confrontan 
con 108 EI de un aislado virulento de B. 
bigemina (5, 25). En este estudio se pudo 
comprobarqueladuraciondelainmunidad 
conferida por el inmunogeno derivado de 
cultivo in vitro es de por 10 menos siete 
meses. Se establecio tambien, que los 

promedios de maximo decremento en el 
valor de VCA deterrninado en los animales 
confrontados (18.5%-20.3%), se 
encuentran dentro de los limites tolerables 
de severidad 0 intensidad de infeccion (4, 
5, 25), no requiriendose el tratamiento 
anti-babesial. Se confirma ademas, 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 conclusion, 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 
10 que se prevee la inclusion de esta en un 
preparado combinado con una clona de B. 
bovis derivada tambien de cultivo in vitro 
(31). Una vez establecidos y satisfechos 
los criterios de inocuidad, inmunogenicidad 
y potencia del preparado combinado, un 
inmunogeno 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 metoda es factib1e de llevarse 
a cabo. 
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PROTECTIVE CAPABILITY IN 
CATTLE OF AN in vitro CULTURE 
DERIVED Babesia bigemina STRAIN 

SUMMARY 

Figueroa M J V, Canto A G J, Alvarez M J A, Lona G 
R, Ramos A J A, Vega M C A. Tee. Pecu. Ma. Vol 36 
No 2 1998 pp 95-107. 10 assess the protection conferred 
by an in 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 1M with ten-fold increasing dosis (lOS­
1()9) ofparasite 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 1M challenged with 
lOS IE of a virulent B. bigemina field isolate previously 
evaluated as such. Eight days post-challenge (PC) all 
principals and control animals became infected. 
However, only cattle vaccinated with the highest dose 
(1<r IE) showed a peak of fever (40.2 C). Regardless 
the inununization dose received, all inununized 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 ~irain 
used as an inununogen 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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