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VACUNA EXPERIMENTAL CONTRA BABESIAS BOVIS
Y BIGEMINA, PRODUCIDA CON ATENUACION DE LOS
PARASITOS POR IRRADIACION

RESUMEN

Las dos especles de Babesla fueron
atenuadas por Irradlacién gama (30 Krads)
e Inoculadas a dosis de 5x10° pardsitos, a
dos grupos de terneros. Una leve y
transitorla parasitemia Junto con un des-
censo del hematocrito, ademéds de una
respuesta antigénica contra las dos babe-
slas fueron Inducidas. 70 dias después, uno
de los grupos vacunados y un nuevo grupo
control fueron desafiados con una dosis de
1x10° parasitos homélogos. Los animales
del grupo control sufrleron un descenso de
-33% en suhematocrito y un répido ascenso
en la parasitemia, lo que causé la muerte a
uno de estos animales; los deméas fueron
tratados quimioterapéuticamente. Los ani-
males perteneclentes al grupo vacunado no
mostraron ningun signo de Infecclén. Los 3
anteriores grupos més un nuevo grupo
control {IV) nunca antes expuesto al
parasito, fueron llevados a una érea
endémica el dia 192 del experimento. El
hematocrito para los dos grupos control fue
Inferlor (P<0.5) hacla el dla 292. Aunque
ningtn animal presentaba parasitemla, los
titulos de anticuerpos contra ambas babe-
slas excepto para el grupo 1V persistieron. El
dfa 296 todos los animales fueron artificlal-
mente desaflados con una dosis de 1x10°
parasitos, lo cual resulté en la muerte de 3
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de los animales del grupo IV, que ocurrié
con una alta parasitemla y un abrupto
descenso de -39% del hematocrito; los
otros 3 grupos no mostraron parasitemia ni
camblos en el hematocrito y respondieron
con un aumento en el titulo de anticuerpos
contra ambas babeslas.

Este experimento revela la Inocuidad y la
potencia de esta vacuna bivalente, asl/ como
su prolongado efecto protector.

REVISION BIBLIOGRAFICA

La posibitidad de producir vacunas contra
los hemoparésitos del bovino ha sido
estudiada por varlos anhos y diversos grupos
de Investigadores. La hipétesis predomi-
nante ha sido que las vacunas muertas
originadas en preparaciones crudas tales
como eritrocitos Infectados o pardsitos
parclalmente purificados no confleren una
inmunldad protectiva (1,2,3,4) asi mismo los
antigenos solubles alslados de cultivos o
fracclones de sangre Infectada parecen
haber sido descartados como potenclales
vacunas.

Hasta el momento es una Incégnita sl por
ingenleria genética o por sintesis peptidica
directa podrian obtenerse vacunas contra
los hemoparéasitos del bovino. Investiga-
dores Australlanos (5,6,7) han aislado 3
moléculas antigémicas de B. bovis una de
las cuales presenta reaccldn cruzada contra
B. bilgémina. La molécula de menor peso
molecular es antigénicamente protectiva
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contra la cepa homdéloga. Por el momento se
desconoce la secuencla de sus aminoécidos
o si contlene un epitopo de maxima
antigenicidad. Estos trabajos prosiguen en
direccién a la sintesis por Ingenieria
genética (Wright, comunlcacién personal),
como medio de obtener suficiente material
para probar en campo.

La atenuacién de la B. Divergens, por
Irradiaciéon gama, ha sido reportada por
Purnell (8) asl como su potencial uso
profliactico. El mismo método de atenua-
clén fue estudiado por Wright et al. para B.
bovls (9) qulenes ademds de demostrar la
eficacia de tal vacuna, descubrleron la
pérdida de una estearasa del pardsito, la
cual es necesarla para la transmisién
transovdrica a través de B. microplus (10),
ellminando as! el pellgro de diseminacién de
la Infecclén, que potenclalmente entrafian
las vacunas vivas replicativas, como la
desarrollada por estos Investigadores.
Igualmente Bishop y Adams, lograron la
atenuaclén de B, bigémina mediante el
mismo tipo de irradiacién gama (11).

MATERIALES Y METODOS

Parésitos:

Fueron obtenldos en sangre parasitada de
un caso de babesiosis. Se mantuvo como
estabillizados de 1 m! en nitrégeno liquido,
criopreservados con Dimetilsulfoxido, por
varlos anos. Estos estabilizados fueron
multiplicados en terneros esplenectoml-
zados cuya sangre sirvié como fuente de la
vacunay de Inoculo para los desaf(os.

Anlmales:

Se usaron 15 terneros Holstein Intactos
de aproximadamente un afio de edad, cuya
seronegatividad habla sido demostrada
previamente por inmunofluorescencla indi-
recta (IFA). Los animales fueron divididos
en 4 grupos de: 4, 3, 3 y 5 animales
respectivamente.

Irradlaclén de los parésitos:
Cuando la parasitemla del animal esple-

nectomlzado llegé a 0.2% para Babesla
bovis y 15% para Babesia bigémina, se

50

tomaron 500 m| de sangre y se sometleron a
30 Krads de radiacién gama, provenientes
de una fuente de Co®’, a una rata de 1 Krad
por minuto. Un volumen Igual de sangre no
Irradiada fue preservado (estabilizado 2) en
nitrégeno liquldo.

Regimen de Inoculaclones:

El dla cero, cada animal perteneciente a
los grupos | y lll fué inoculado con 5x 108
parasitos irradiados. El dla 70 cada animal
del grupo | y Il fue Inoculado Intravenosa-
mente con 1x10° parasitos homélogos
procedentes del establlizado 2. El dia 92,
los 4 grupos fueron Introducidos en un area
infestada de garrapatas, y transferidos a una
nueva area de mayor Infestacidn, el dia 287.
El dia 296 todos los animales fueron
desafiados Intravenosamente con 1x10®
parasitos homdlogos provenientes del esta-
bilizado 2.

Parémetros:

a Intervalos Irregulares suero sanguineo
de cada animal fue evaluado en cuanto a
titulo de anticuerpos contra Babesla bovis
y Babesla bigémina (12) por IFA (Gil 1984) y
anticuerpos contra B. bovis (13) por radio-
Inmunoandlisis (RIA) (Kahal et al. 1982). En
capilares heparinizados se recoglé sangre
para determinaclén del hematocrito por
centrifugacién y para extendidos, que
coloreados por Glemsa y/o naranja de
acridina, sirvieron para determinar el por-
centaje de eritrocltos parasitados {parasi-
temla). El valor neto del hematocrito se
graficé directamente. El % de descenso
tomando como 100% el valor inicial, antes
de Inocular al animal, se expresé como una
cifra negativa.

Las temperaturas rectales fueron deter-
minadas el mismo dia con termémetro
clinico. El nivel de significancia para
diferencias durante perlodos criticos fue
establecido medlante pruebas de T.

RESULTADOS

Los datos del perfodo comprendido entre
el dla 93 y 192 se perdieron accidental-
mente.



Parasitemia:

Para el grupo T aumentd a partir del dia
cero hasta un maximo de 0.2% el dla 21;
después del dia 30 la parasitemia no fue
detectable, atn con posterioridad al desafio
aplicado el dla 70 (Figura 1). Para el grupo |l
la parasitemla comenzé a detectarse el dia
70 y llegé a un maximo de 0.4% el dla 80,
hacléndose Indetectable después del dia 98;
uno de estos animales murlé eldia76y los 2
restantes fueron salvados por tratamiento
con Ganaseg, (figura 2). Para el grupo Il los
parasitos fueron detectables el dla 9,
llegaron al maximo de 0.64% el dla 19 y se
hicleron indetectables después del dla 30
(figura 3).

Para el grupo IV, la parasitemia llegé a
0.17% el dla 298 y se hizo Indetectable
después del dia 318; 3 de estos animales
murieron hacla el dla 305 y los restantes 2
fueron tratados (flgura 4).

Temperatura:

Deblido a la poca frecuencia con que se
tomé y el método para atrapar y sujetar los
animales, ésta no guardé relacién con la
parasitemla y en consecuencla no tuvo valor
interpretativo.

Hematocrito:

Las figuras 1-4 muestran las fluctuacio-
nes que ocurrleron durante los 386 dlas del
experimento. Los grupos | y lil inoculados
con parasitos Irradiados, exhibieron un
descenso en hematocrito del dfa cero al dla
20 cuando fue de -23% para el grupo il y el
dia 34 cuando fue de -16% para el grupo {;
diferenclas éstas significativas (P¢01, P<05)
comparadas con los grupos Il y IV, que
fueron los respectivos controles.

Como consecuencla del desaflo del dia
70, el hematocrito del control grupo I,
descendié -33%, diferencia altamente sig-
nificativa en relacién con los demads grupos,
alavez que los hematocritos para los grupos
'y Ill no difirieron significativamente de los
valores para el grupo IV (control no
Inoculado). Durante e! periodo en el campo
los hematocritos de los 4 grupos fluctuaron
entre -20% y -5% aproximadamente,
debido a la posibilidad de una baja

Infestaclén de garrapatas y un bajo~nivel
nutriclonal. Sin embargo: Iosxgnrpoa vacy-
nados, | y 1lIl promedlaron un descenso
menos marcado (P <.05) hacla el dla 292
comparados con los grupos Il y IV.

Después del desaffo el dla 298, los
hematocritos del grupo IV y el |,
descendleron rapldamente. El grupo IV llegé
a un descenso méximo de -37% el dia 316,
que dlifirl6 del grupo Il (P <.05) y del grupo |
y Il (<.01). El grupo Il llegé a un méaximo
descenso de -28% el dla 320 que difirld
(P <.05) de los grupos | y lll; los cuales no
mostraron dlferenclas significativas entre
sl.

El grupo lll tuvo un descenso méaximo de
-28% el dla 338, lo que constituyé una
diferencia significativa (P <.05) con el grupo
I

Anticuerpos:

Los grupos | y Il mostraron un
incremento en el titulo de anticuerpos
contra B. bovis y B. bigémina, concomitante
con la aparicibn de parasitemia. Los
mismos grupos mostraron una respuesta
anamnestica a B. bigémina haclia el dla 320
como respuesta al desaflo.

El grupo 1l tuvo titulos muy bajos contra
B. Bigémina del dia 80 (después del primer
desaflo) al dfa 320 cuando ocurrié un rapido
aumento que llegdé al maximo titulo el dla
340, como consecuencia del 2° desaflo.

Como erade esperarse el grupo IV no tuvo
anticuerpos hasta el dia 300, después de ser
Inoculado y llegé al maximo hacla el dia 340.

DISCUSION

Las babeslas irradladas fueron Inocuas
para los animales del grupo | al ser
Inoculadas a dosls letal, como se revelé por
el estado normal de los animales y por
comparaclén con los animales del grupo I
los cuales necesltaron una masiva terapla,
a pesar de lacual uno falleclé.

Estos hallazgos colinciden con los repor-
tados por investigadores Ingleses (Purnell et

:al 1978) y australlanos (Wright et al 1982-83),

y han sido reclentemente corroborados por
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Orrego (Tesls, Fac. Meadicina Veterinarla y
Zootecnla, U. Nal., 1986) en un trabajo
auspiclado porel ICA.

Aunque no se revelaron parasitemias,
mediante frotls de sangre tefhidos con
Glemsa, durante la exposiclén a bajas
Infestaclones de garrapatas en el campo, sl
se detecté una diferencia en resistencla
evidenclada por los camblos de hematocrito
entre los animales vacunados (grupos | y lil)
y los no vacunados (grupos Il y IV), a pesar
de que el grupo il habla sido premunizado
medlante el desafio del dla 70.

El Inferlor titulo de antlcuerpos del grupo
Il, puede atribuirse al corto tlempo de
Infeccién, mlentras que la ausencia de
anticuerpos en el grupo IV se deblé a que
nunca antes hablan sido expuestos a los
parésitos.

Los animales de este ultimo grupo fueron
altamente susceptibles al desaflo, causando
la muerte a 3 de ellos, los restantes 2 se
salvaron sélo medlante quimloterapla ma-
slva.

Estas observaclones.son ejemplo de la
Imposibilidad del bovino para adquirir
resistencla contra las babesias por Infecclén
natural cuando el nivel o la duracién de la
misma es sub-6ptima.

El grupo Ili, que fue vacunado pero
desaflado una sola vez, mostré tan buen
grado de proteccién como el grupo I,
vacunado y desaflado dos veces, reveldn-
dose que la Inmunidad conferida por ambas
especies irradladas es de prolongada dura-
clén.
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Aunque no se reallzaron contajes diferen-
clales para las dos especies de babesias
irradladas o usadas como desafio, los
titulos de anticuerpos llegaron a valores
Igualmente altos y fueron protectivos contra
las dos especles. Tal hecho Indica la
presencla de los dos organismos, y la dificil
observacién que de B. bovis puede hacerse
por frotis tefldos, ya que por lo comun este
parasito se adosa a los capllares cerebrales,
hacléndose poco visible en sangre.

Mientras no se demuestre la posibllidad
de crear una vacuna constitulda por una
protelna reproducida por sinteslis o Ingenle-
ria genética, o alguno de sus epltopos, la
mejor opcidn profilactica contra la babesio-
sis continta slendo la vacunacién con
organismo atenuados por irradlacién, como
se ha demostrado con el presente trabajo.
Este ademas aporta prueba de que las dos
Babeslas pueden ser atenuadas en el mismo
Inoculo poslibllitando la producclén de una
vacuna dlivalente.

De momento, el desarrollo técnico més
urgente necesario para hacer viable la
producclién y utllizaclén masiva de esta
vacuna, es el de métodos de preservacién
que extiendan la vida atil de la vacuna desde
su producclén hasta el momento de su uso
en el campo.

Los organismos estatales y las agremla-
clones privadas deberian prestar su apoyo a
tales estudlos, ya que los beneficlos que de
ollos se deriven serlan de impacto soclo
econémico mundial y en particular para el
pals.
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