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Abstract

The main objective of this work was to evaluate the inocuity and immunoprotection capability of a combined immunogen
of Babesia bigemina and Babesia bovis at doses of 1x10° and 1x10°, respectively, under a controlled challenge. In the first
experiment (inocuity), 16 Holstein bovines from a free tick area, and negative to antibodies against Babesia spp by the
indirect fluorescent test, were used. Animals were inoculated with 1x10° infected red blood cells (RBC) of an attenuated
strain of Babesia bigemina and 1x10° RBC of a clone of Babesia bovis. Both derived from an in vitro culture.

Physiological parameters were monitored from day 7 to day 14 post inoculation (Pl), and minimal changes were observed.
The second experiment (immunogenicity) was performed 3 months Pl, and consisted in the challenge of 8 animals of the
previous inoculated bovines from experiment 1 with virulent strains at a dose of 1x1(® RBC, of both species. Four

additional animals were used as the control group. The immunized group presented a small drop in the packed cell

volume (PCV). No changesin rectal temperature were observed, and the percentage of parasitised erythrocytes (PPE) was
0.06% and <0.01% for B. bigemina and B. bovis, respectively. In the control group a rectal temperature over 40°C was
observed; the PCV dropped (29%), and the PPE was 0.5% for B. bigemina and 0.3% for B. bovis. These animals required
treatment in order to prevent mortality. It is concluded, tha the combined immunogen of B. bigemina and B. bovisat high
doses does not produce severe clinical reactions in susceptible animals, and evokes a solid protection against virulent
strain challenge.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la inocuidad y la capacidad inmunoprotectora de un inmundgeno combinado de
Babesia bigemina y Babesia bovis a una dosis de 10° y 10°, respectivamente, bajo un desafio controlado. En el primer
experimento (inocuidad) se utilizaron 16 bovinos Holstein provenientes de una zona libre de garrapatas y negativos a
anticuerpos contra Babesia spp, mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta (1Fl), los cuales fueron inoculados,
via intramuscular, con 1 X 10° eritrocitos infectados (El) con una cepa atenuada de B. bigemina y 108 El de una clona
irradiadade B. bovis, ambas derivadas de cultivoin vitro. Se observaron cambios en las constantes fisiol 6gicas a partir del
dia 7y hasta e dia 14 posinoculacion (Pl) en los animales sin verse éstos fisicamente afectados. El porcentaje de
eritrocitos parasitados (PEP) fue <0.01%. El segundo experimento (inmunogenicidad), se realizé tres meses Pl y consistio
en el desafio de 8 delos animales del experimento 1 con cepas virulentas de ambas especies del protozoario aunadosis de
10® El de cada una. Cuatro animales adicionales sirvieron como grupo testigo. El grupo inmunizado present6 ligera
disminucién en el volumen celular aglomerado (VCA) con temperaturarectal (TR) sin cambiosy PEP de 0.06 y <0.01
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para B. bigemina y B. bovis, respectivamente. El grupo testigo presenté TR mayor a 40°C, disminucién del VCA (29%) y
el PEP fue de 0.5 para B. bigemina y 0.03 para B. bovis; estos animales requirieron tratamiento para evitar su muerte. Se
concluye que el inmundgeno combinado de B. bigeminay B. bovis a dosis altas no provoca reacciones clinicas severas en
animal es susceptibles y proporciona una sélida proteccién a desafio controlado con cepas virulentas.

PALABRAS CLAVE: babesiabigemina, babesiabovis, cultivo in vitro, inmunizacion, proteccién, bovino.

Introduccioén

La babesiosis bovina es una enfermedad de gran impacto
econdmico en e ambito mundial y en las regiones
tropicales y subtropicales, Babesia bigemina 'y Babesia
bovis representan las dos especies méas importantes.? En
México, se ha informado la presencia de |os dos parasitos
3, su prevalencia presenta variaciones que van desde
4.54% hasta 96%".

En el pais el desarrollo de inmundgenos vivos a partir de
cepas atenuadas derivadas del cultivo in vitro, ha sido
propuesto como una alternativa en el control de la
enfermedad y ha presentado resultados alentadores, tanto
para parésitos clonados e irradiados de Babesia bovis %7,
como para cepas atenuadas de Babesia bigemina. "® En
estudios previos se determin6 tanto la dosis inmunizante
como la dosis de desafio para ambas especies; asi, Cantd
et al.  determinaron que ha partir de un total de 1 X 1¢°
eritrocitos infectados (El) de una clona irradiada de
Babesia bovis se conferia una proteccion de 100% al

desafiar con 1 X 10° El de una cepa virulenta sin causar
efectos posvacunales severos en los animales
inmunizados. Por su parte, Figueroa et al. ° determinaron
una dosis inmunizante minima de 1 X 10° El de una cepa
atenuada de Babesia bigemina como proteccion segura
ante un desafio con 1 X 108 El de una cepa de campo seis
meses después. Sin embargo, no se ha hecho una
evaluacion de estos inmundgenos de manera combinada.
Por lo tanto, en este trabajo se evallan la inocuidad y la
capacidad inmunoprotectora de un  inmundgeno
combinado de Babesia bigeminay Babesia bovis en un
desafio controlado.

Material y métodos

El estudio se divididé en dos fases con el propdsito de
evaluar la inocuidad de una dosis alta de inmundgeno
combinado derivado del cultivo in vitro (experimento 1),
asi como la capacidad protectora de este ultimo ante un
desafio controlado (experimento 2).

Experimento 1

Evaluacion de la inocuidad del inmundgeno mixto: Se
utilizaron 16 bovinos Holstein, machos, con una edad
entre los 18 y 36 meses, provenientes de una zona libre de
garrapatas y negativos a anticuerpos contra Babesia spp
mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta
(IR, Los  animales  fueron  inoculados
intramuscularmente (IM) con 1 X 10°y 1 X 10° El de una
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cepa atenuada de Babesia bigemina y una clona irradiada
de Babesia bovis, respectivamente, ambas derivadas del
cultivo in vitro. La procedencia de ambas cepas, asi como
las técnicas de clonacion, radiacién, caracterizacion y los
métodos de cultivo in vitro, han sido descritos
previamente 231415 | o5 animales  tuvieron
seguimiento clinicamente desde el dia O hasta € dia 15
posinoculacion (Pl) y se realizaron observaciones diarias
de Volumen celular aglomerado (VCA) mediante la
prueba de microhematocrito °; temperatura rectal (TR),
porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) mediante la
lectura de frotis sanguineos teflidos con colorante de
Giemsa ® y se determind el titulo de anticuerpos
especificos mediante la pruebade | FI.

Experimento 2

Evaluacion de la capacidad inmunoprotectora: Se
utilizaron 8 de los bovinos inmunizados en el experimento
1, los animales fueron desafiados 1 a los 81 dias PI, con
cepas virulentas de Babesia bigemina y Babesia bovis
previamente aisladas de casos clinicos de babesiosis y que
fueron mantenidas en congelacién y a través de pases en
animales susceptibles ®8. Para |a reactivacion de las cepas
se utilizaron dos bovinos susceptibles; cuando éstos
presentaron una parasitemia adecuada, se determiné el

volumen de eritrocitos por unidad de volumen, asi como
el PEP para obtener |a dosis de desafio que fue de 1 X 10°
El para cada especie del protozoario, la cua se aplicé IM
a cada uno de los bovinos. Como grupo testigo se
utilizaron cuatro bovinos susceptibles que también fueron
inoculados con la misma dosis de parasitos de cada una de
las cepas virulentas. Todos los animales tuvieron
seguimiento diariamente durante 22 dias Pl y los valores
de TR, VCA y PEP fueron registrados.

Resultados

En el Cuadro 1 se presentan los valores obtenidos de las
variables estudiadas durante la inmunizacion y el desafio,
incluyendo aquellos de los animales testigo. En el
experimento 1 se observé un periodo de incubacion de
siete dias; la temperatura méxima alcanzada por el grupo
fue de 39.8°C en promedio, ésta persistio en € grupo
durante cinco dias (Figural). La reduccion maxima
promedio del VCA del grupo fue de 21.4% en relacion
con €l valor inicial, alcanzandose el dia 14 Pl (Figura 1).
Respecto de la lectura de frotis sanguineos, se observé un
PEP promedio <0.01, tanto para B. bigemina como para B.
bovis, con duracién de 4.1y 1.3 dias, respectivamente.



Ningin anima requirié tratamiento y sus constantes
fisiol 6gicas se normalizaron dos semanas después.

Al desafio con las cepas virulentas (experimento 2) se
observé en el grupo vacunado un periodo de incubacion
de 10 dias, con una TR promedio méxima de 39.7°C,
presentandose fiebre en seis animales del grupo con una
duracidon promedio de 3 dias. Por otro lado, €l grupo
testigo present6 fiebre a partir del dia 4 P, alcanzando un
méximo de hasta 40.8°C en promedio para el dia 10 PlI,
afectdndose seriamente todos los animales del grupo
(Figura 2). Con relacion al VCA, el grupo desafiado tuvo
una reduccion del 10.68% del valor inicia el dia 9 PlI,
mientras que el grupo testigo registré una pérdida
de31.30% para el dia 11 PI (Figura 3). En cuanto a PEP,
también se encontraron diferencias entre los dos grupos ya

gue se registraron valores de 0.06 y <0.01 para B.
bigemina y B. bovis, respectivamente, en el grupo
desafiado; mientras que en el grupo testigo se observé
para B. bigemina una parasitemia de 0.5 y para B. bovis
un total de 0.03%. Ninguno de los animales del grupo
desafiado requirié tratamiento quimioterapéutico; no asi
los animales del grupo testigo que debieron ser tratados
para evitar su muerte, y a pesar de ello, un bovino de este
grupo muri6 por babesiosis clinica aguda.

En la Figura 4 se puede observar que los 16 anineles
utilizados en el experimento 1 seroconvirtieron para el dia
11 PI, presentando titulos promedio de 1:4660 para B.
bovis y de 1:3520 para B. bigemina. En los ocho animales
gue se mantuvieron para el experimento 2, los niveles de
anticuerpos se encontraban antes del inicio de esta fase a
niveles de 1:2800 y de 1:2080 para B. bovis y B.

CUADRO 1

DESCRIPCION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS Y DE LOS VALORES OBTENIDOS EN

LAS DIFERENTES

Variable/Grupo

Animales por grupo
Periodo de incubacion (dias)
Temperatura maxima (°C)
Temperatura > 39.5°C (dias)
Méaxima reduccion VCA* (%)
Eritrocitos infectados con B.bigemina (%)

Eritrocitos infectados con B.bovis (%)
Parasitemia B.bigemina(dias)
Parasitemia B.bovis(dias)
Quimioterapia (Nim. de animales)
Mortalidad (Nam. de animales)

VARIABLES REGISTRADAS (medias * sd).

Inmunizado Inmunizado Testigo desafiado
desafiado
16 8 4
7+0.93 10+2.1 7+05
39.8 +0.23 39.7 £ 0.75 40.8+1.2
5+ 0.54 3+0.58 3+1.6
21.4 + 3.53 882+5.2 31.3+6.6
<0.01+0.0 0.06 + 0.08 0.5+0.3
<0.01+£0.0 <0.01+0.0 0.03 £ 0.04
41+1.21 3.8+1.7 3+15
1.3+0.80 34+15 2+1.7
0 0 4
0 0 1

*VVCA = Volumen cdlular aglomerado
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Figura 1, Valores de volumen celular aglomerado y temperatira
rectal reglstrados durante 1a evaluacion de la tnocuidad del
Inmunbgena ubihzado,
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Figura 2. Valores de temperatura rectal determinados en los
grupos inmunizado y testigo durante los 19 dias después del
desafio.
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Figura 3. Valores de volumen celular aglomerado en log grupos
Inmunizado y testign durante los 1% dizs posteriores al desafio.

5000
E 4000 >
E!Wﬂ J‘H\u.. -
o
L
20080 f——w o
- X s
% . .t A
- -
1000 — =
- el
Bk £
] i Bt [
pins
L]
= = H
—C
| —
--—-
_— = F

Figura 4, Titubos de anticuerpos mediante la témica de inmunc-
Ruorescencia indirecta contra B, Boofsy B Bigeming en animiikes
vacunados {dia 0) y posteriormente confrontados (dia B1). Los
grupos A ¥ B consisteron de los mismes 16 bovinas, de ahl se
pbiuvieron ocho que formaron los grupos C y D, los cuales fueron
desafiados. Se muestran los titulos observados en los cuatro antma-
les testign {grupos E v F). Las Jetras A, C y E, indican Jos titulos de
anticoerpos contra B. Bowis y las letras B, D y F, indlcan los tiulos

contra B Bigemind.

bigemina, respectivamente. A la confrontacion se observo
en los animales previamente inmunizados un pequefio
incremento en el titulo de anticuerpos contra B. bigemina,
mientras que en el grupo testigo, los valores fueron de
1:1360 para B. bovisy de 1:2240 para B. bigemina.

Discusién

En estudios previos se ha demostrado tanto la inocuidad
como la capacidad protectora de ambas especies de
Babesia, derivadas de cultivo in vitro, a diferentes dosis
79 en dichos trabajos se observé que bovinos inoculados
con 1 X 10° El con B. bigemina, asi como con 1 X 108y 1
X 10° El con B. bovis, presentaban ciertas reacciones
clinicas diferentes a las observadas a utilizar dosis con
menor cantidad de parédsitos. Estas reacciones fueron
periodos prepatentes mas cortos, mayor persistencia del
paréasito en lacirculacion sanguineay parasitemias mas

atas, un mayor decremento del VCA y temperatura rectal
mas elevada. Los resultados no indicaban lo que podria
suceder en relacion con los efectos clinicos que pudiesen
presentarse a la inoculacién simultanea de ambo

inmunoégenos, ni tampoco la capacidad de proteccién que
se podria presentar a desafio con cepas virulentas de
campo. Los resultados de este estudio mostraron que aun
cuando la vacunacion se realizd en forma mixtay a dosis
de 1 X 10° y 1 X 10’ para B. bovisy B. bigemina,
respectivamente, los valores tanto de TR, VCA y PEP,

nunca comprometieron la salud de los animales durante el
periodo de vacunacién. Esto Ultimo probablemente pudo
deberse a la adecuada atenuacion que han sufrido las
cepas vacunadles y a excelente estado fisico que
presentaban los animales al momento de la inmunizacion,
lo que debe de ser tomado en cuenta para futuros estudios
de vacunacion.

La evaluacién de inmundgenos vivos atenuados obtenidos
de cultivo in vitro, ha sido descrita por varios autores.

Yunker et al.}” informan de una poblacién atenuada de B.
bovis que fue obtenida después de cultivar al parésito in
vitro utilizando suero de caballo. Los autores indican que
esta poblacién indujo una sblida inmunidad contra la
confrontacion de parésitos virulentos. Asimismo,
Jorgensen et al. ® y Mangold et al. *°, en Australia'y
Argentina, respectivamente, informan de la produccién de
vacunas contra B. bovisy B. bigemina a partir de paréasitos
multiplicadosin vitro.

Resultados de trabajos previos de inmunizacion en los que
se utilizd una sola de las especies de hemoparasitos como
agente inmunizante, a la misma dosis que en €l presente
estudio, indican en el caso de B. bigemina ° valores
méximos de TR de 39.1°C, de disminucién del VCA de
13.2% y de PEP de 0.04%; mientras que para el caso de B.
bovis 7 los autores informan de valores maximos de TR
de 41.5°C, de disminucién méxima de VCA de 31.5% y
PEP de 0.02%. Comparando estos resultados con los
obtenidos en el presente estudio que fueron de 39.8°C,
21.4% y < 0.01% para TR, VCA y PEP, respectivamente,
se observa que no existio ningin efecto aditivo
detrimental por la inoculacion de ambos inmunégenos, 1o
que indica la factibilidad de utilizar e inmundgeno
combinado para inducir inmunidad contra el desafio.
Ademas estos resultados probablemente también indiquen
que las cepas vacunales se encuentran aln mas atenuadas
que en los primeros estudios.

En trabgjos previos a la confrontacion con 1 x 10°
eritrocitos infectados con una cepa de campo, bovinos

inmunizados con dosis de 1 x 10° parasitos atenuados de
B. bigemina y de 1 x 10° parésitos atenuados de B. bovis,
Figueroa et al. ° y Cantd et al. ” informan del incremento
de temperatura promedio a 40.2°C, una reduccién en el

VCA del 185% y PEP de 0.02% para B. bigemina,
mientras que para B. bovis se indican valores de 39.7°C,
19% y <0.01% para las variables de temperatura, VCA y
PEP, respectivamente. En el presente estudio los valores
obtenidos en las variables de temperatura, VCA y PEP
para ambas especies fueron de 39.7°C, 8.82% y 0.06% y
<0.01% paraB. bigemina y B. bovis, respectivamente.



Comparando los resultados del inmundgeno fresco
combinado del hemoprotozoario con los obtenidos en los
estudios previos, cuando se utilizé sélo una especie del
parésito, se podria pensar que el inmundgeno combinado
incrementd el desarrollo de inmunidad en los animales
vacunados, ya que las respuestas observadas en las
variables estudiadas sufrieron menos cambios.

La diferencia de tres dias observada en el periodo de
incubacion entre los animales vacunados y los testigos
posterior a la confrontacion, reflejan probablemente una
respuesta inmune parcial que se tradujo en un retraso en la
aparicion del protozoario en la sangre periférica. Esta
posible respuesta incompleta, también se observa en €l
porcentaje de parasitemia que se presentd, con ambas
especies de Babesia, entre los animales vacunados y
testigo. Aunque existié la presencia de parasitos en todos
los animales en experimentacién, los animales testigo
presentaron parasitemias diez veces mayores que las
observadas en | os animal es vacunados.

Los resultados de inocuidad y capacidad en la induccion
de proteccion del inmundgeno fresco combinado de B.
bigemina y B. bovis son aentadores; sin embargo, es
indispensable conocer la capacidad de proteccion de dicho
inmundgeno a confrontar a los animales vacunados con
cepas patdgenas en condiciones naturales utilizando
preferentemente el inmundgeno previamente congelado,
con objeto de facilitar su transporte y conservacion. que
en los primeros estudios.

En trabajos previos a la confrontacion con 1 x 10°
eritrocitos infectados con una cepa de campo, bovinos
inmunizados con dosis de 1 x 10° parasitos atenuados de
B. bigeminay de 1 x 10° parasitos atenuados de B. bovis,
Figueroa et al. 9y Canté et al. ’ informan del incremento
de temperatura promedio a 40.2°C, una reduccién en el
VCA del 185% y PEP de 0.02% para B. bigemina,
mientras que para B. bovis se indican valores de 39.7°C,
19% y <0.01% para las variables de temperatura, VCA y
PEP, respectivamente. En el presente estudio los valores
obtenidos en las variables de temperatura, VCA y PEP
para ambas especies fueron de 39.7°C, 8.82% y 0.06% y
<0.01% para B. bigeminay B. bovis, respectivamente.
Comparando los resultados del inmundgeno fresco
combinado del hemoprotozoario con los obtenidos en los
estudios previos, cuando se utilizé solo una especie del
parésito, se podria pensar que e inmundégeno combinado
incrementd e desarrollo de inmunidad en los animales
vacunados, ya que las respuestas observadas en las
variables estudiadas sufrieron menos cambios.

La diferencia de tres dias observada en el periodo de
incubacién entre los animales vacunados y los testigos
posterior a la confrontacién, reflejan probablemente una
respuesta inmune parcial que se tradujo en un retraso en la
aparicion del protozoario en la sangre periférica. Esta
posible respuesta incompleta, también se observa en €l
porcentaje de parasitemia que se presentd, con ambas
especies de Babesia, entre los animales vacunados y
testigo. Aungue existié la presencia de parasitos en todos
los animales en experimentacion, los animales testigo
presentaron parasitemias diez veces mayores que las

observadas en | os animal es vacunados.

Los resultados de inocuidad y capacidad en la induccién
de proteccion del inmundgeno fresco combinado de B.
bigemina y B. bovis son alentadores; sin embargo, es
indispensable conocer la capacidad de proteccion de dicho
inmundgeno al confrontar a los animales vacunados con
cepas patégenas en condiciones naturales utilizando
preferentemente el inmundgeno previamente congelado,
con objeto defacilitar su transporte y conservacion.
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