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|. Introduccioén

La babesiosis bovina causada por B. bigemina y/o B. bovis, es
considerada como una de las enfermedades econémicamente mas
importante del ganado en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo (1). Ambas especies de Babesa comparten la
garrapata Boophilus spp. como vector para su transmision
bioldgica al ganado (1).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen fiebre,
anorexia, depresion, debilidad, ataxia, hemoglobinuria, anemia,
ictericia, y la presencia de parasitos intraeritrociticos (1, 2). En
condiciones de campo, es frecuente que ambos organismos se
encuentren infectando al mismo animal (1). Tradicionalmente, el
diagnostico de la Babesiosis bovina involucra el reconocimiento e
identificacion de los estadios parasiticos intraeritrociticos y se
basa en parte, en el tamafio, la morfologia, y las caracteristicas de
tincion. El tamafo y la morfologia son los principales pardmetros
de diagndstico de la especie causal, y un microscopio calibrado es
la herramienta esencial en un
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laboratorio de diagnostico (1, 2). Asi, el método de diagndstico
relativamente mas simple y que mas frecuentemente se ha
utilizado, es la observacién directa al microscopio de los parasitos
intraeritrociticos presentes en extensiones de sangre, colectada a
partir de vasos periféricos y tefiidas con colorante de Giemsa.
Este método es bastante sensible, econémico y relativamente féacil
de implementarse en un laboratorio medianamente equipado. Sin
embargo, es considerado por algunos autores como tardio,
exhaustivo y dependiente de un "0jo" experimentado por parte del
técnico microscopista. Independientemente de las citadas
desventajas, el método ha sido, y continda siendo utilizado como
la primera herramienta de trabajo para la identificacion y
confirmacion de los organismos protozoarios, especialmente en
los casos de la babesiosis bovina con presentacion en forma
aguda (1, 2,3).

Como una alternativa diagnostica, se han desarrollado un gran
namero de métodos de diagndstico inmunolégico, los cuales estan
basados principalmente en la identificacion de anticuerpos
circulantes producidos por el hospedero hacia los antigenos
babesiales, y algunos basados en la identificaciéon misma de los
antigenos parasitarios (4). Los métodos inmunoldgicos, adn
cuando se ha reportado ser sensibles, se les atribuyen algunas
desventajas:. si inducidos, los anticuerpos anti-parasito pueden
estar presentes en el suero hasta algun tiempo después de iniciada
la infeccidn, o pueden persistir por mucho tiempo posterior a la
resolucion de la infeccion. La persistencia de anticuerpos pudiera
ser un problema en términos epidemioldgicos, por ejemplo,
ciertos animales en areas endémicas pueden tener un elevado
nivel de anticuerpos reactivos en la ausencia del parasito. En los
paises donde se producen y comercializan vacunas anti-Babesia,
los animales inmunizados pueden tener anticuerpos que
confundirian el diagnostico.
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Idealmente, los anticuerpos anti-Babesia debieran ser
detectados con antigenos purificados bien definidos. Sin
embargo, tales antigenos son dificiles de obtener, y el uso de
antigenos crudos pudiera disminuir la especificidad de una
prueba diagnostica dada la similitud de epitopos presentes en
diferentes especies de Babesa. Ademas, en la deteccion de
antigenos babesiales con anticuerpos policlonales se presenta el
problema de reaccién cruzada con otras especies. Es de esperarse
gue la clonacibn de genes que codifican por péptidos
inmunodominantes y especificos de especie, asi como el uso de
anticuerpos monoclonales incrementaria |a especificidad de este
tipo de pruebas. Los métodos inmunolégicos han sido
mayoritariamente utilizados en estudios epidemioldgicos de la
babesiosis bovina, pero en situaciones en las cuales se precise de
la determinacion a nivel especie, y la deteccion directa del
material genético parasitario, mediante el uso de sondas de
acidos nucleicos o técnicas de amplificacion, pudiera proveernos
de otra alternativa diagnostica (5, 6).

La tecnologia de sondas de &cidos nucleicos esta siendo usada
cada vez més en los laboratorios de investigacion y diagndstico
de la babesiosis bovina. Esto se da como resultado de un mayor
conocimiento, disponibilidad comercial de reactivos para la
preparacion de sondas, la necesidad de métodos analiticamente
mas sensibles para la identificacion de organismos dificiles de
cultivar, la necesidad de métodos mas especificos para la
deteccion de acidos nucleicos, y los avances recientes en la
tecnologia de sondas de &cidos nucleicos. La clave para el
desarrollo de sondas de acidos nucleicos es la identificacion de
secuencias nucleotidicas que sean Unicas para el organismo de
interés en particular (7). Tales secuencias pueden ser de ADN
genémico, ADN plasmidico o ARN ribosomal. El &cido nucleico
gue contiene tales secuencias es aislado y amplificado
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biol6gicamente por medio de técnicas de ADN recombinante, para
posteriormente incorporarle una molécula marcadora radioactiva o
no-radioactiva. En forma aterna, ARN, ADN complementario, u
oligonucledtidos sintéticos pueden marcarse y ser usados como
sondas. El ADN o ARN asi marcado es entonces hibridado al &cido
nucleico de una sola cadena (ADN o ARN) presente en tejidos, en
soporte de papel, o en solucidn. Si las secuencias de nuclettidos
presentes en la sonda son complementarias alas presentes en la
muestra, la hibridacion ocurre formando un écido nucleico de doble
cadena, €l cual puede ser identificado por auto-radiografia, si se usa
una sonda marcada radioactivamente o con moléculas que actlian
sobre sustratos quimio-luminiscentes, o por colorimetria para
sondas marcadas con moléculas no radioactivas (7, 8, 9). A fines de
la década de los 80, esta tecnologia fue aplicada en € area de las
hemoparasitosis bovinas, en mayor medida hacia la confirmacién
de la presencia del agente causal en casos agudos de la enfermedad
(5, 6). Dentro de las mayores desventagjas observadas en el pasado
reciente, se incluye la relacionada con los limites de sensibilidad
analitica de la tecnologia de hibridacion, bioseguridad y la vida
media de las sondas radioactivas (5, 8, 9, 10, 11).

La introduccion de nuevas tecnologias para la amplificacion de
acidos nucleicos tales como la de PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa), han revolucionado la tecnologia de sondas (12). Asi la
sensibilidad analitica no es un problema mayor ahora, ya que las
secuencias de ADN a buscarse pueden ser amplificadas antes de la
hibridacion con sondas especificas. La técnica de PCR es un
método enzimético € cual permite la amplificacion in vitro, en €
orden de varios millones de veces, de secuencias de ADN
especificas. Desde su introduccion en 1985, la técnica de PCR ha
facilitado el desarrollo de una gran cantidad de sistemas de
deteccion basados en &cidos nucleicos para
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identificar bacterias, virus y parasitos de importancia medica
veterinaria (13). Debido a su elevada sensibilidad, especificidad y
velocidad, la técnica de PCR ofrece importantes ventajas sobre |0s
métodos convencionales de diagndéstico. Sin embargo, aunque una
gran cantidad de métodos diagnésticos basados en PCR -y usados
para la deteccion de agentes infecciosos que afectan a los
animales domeésticos- han sido descritos en la literatura, su
aplicacién no es todavia de rutina, aln en los grandes laboratorios
de diagnoéstico. Los problemas asociados a la contaminacion de
amplicones (productos ADN de previas amplificaciones), el
elevado costo de los materiales y reactivos necesarios, asi como
los intensos y laboriosos métodos de deteccidn posteriores ala
técnica de PCR (andlisis de productos amplificados), son algunas
de las condiciones que limitan el amplio uso de esta técnica (5, 6,
11, 13). En este trabajo se presentan, en forma resumida, los
resultados de investigaciones que se realizaron durante el
desarrollo y uso de un método basado en la amplificacion del
ADN paraidentificar alos parasitos Babesia bovisy B. bigemina.

Il. Identificacion de animales portador es infectados
con Babesia bigemina

Un fragmento de ADN cortado con las enzimas de restriccion Spe
| v Ava | dd plasmido pBbil6 (un derivado de pBR322
conteniendo un inserto de 6, 300 pares de bases (pb) de ADN de
B. bigemina) fue subclonado en el vector fagémido pBluescript y
secuenciado por el método de terminacion de cadenas mediado
por didesoxinucleotidos (3). A partir de la secuencia obtenida se
disefiaron y sintetizaron dos pares de oligonucleétidos (oligos)
para ser utilizados en |la prueba de PCR. El par de oligos IA/IB fue
utilizado para amplificar un fragmento de 278 pb a partir de ADN
gendmico del parasito, mientras que el par de oligos
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IAN/IBN fue usado para preparar una sonda la cual, cuando hibrida al
ADN "blanco", reconoce un sitio dentro del fragmento de ADN a
identificar y amplificado por la prueba de PCR. La sonda fue
incorporada con la molécula marcadora DigoxigeninadUTP durante la
reaccion de amplificacion.

La amplificacién por PCR del ADN genémico parasitico obtenido
de Babesia bigemina cultivada in vitro, seguido de la hibridacion de
acidos nucleicos del producto amplificado con la sonda no radioactiva,
demostré que el fragmento de 278 pb podria ser identificado cuando
se iniciaba el PCR con por [0 menos 100 pg de ADN genémico del
pardsito. Un fragmento de ADN de tamafio similar se amplificé por
PCR en muestras conteniendo ADN gendmico obtenido de varios
aislados de Babesia bigemina, pero no asi de Babesia bovis, Babesia
divergens, Thelleria annulata, Thelleria parva, Cowdria
ruminantium, Anaplasma marginale, o de ADN de leucocitos de
bovino. De forma similar, € producto de PCR podria ser identificado
en muestras de ADN genémico purificado a partir de 200 Il de
paguete celular con una parasitemia de 0.0000001%, la cual contenia
un estimado de 3 eritrocitos infectados can B. bigemina. Mediante €l
uso de una prueba directa de PCR (sin extraccion de ADN), el ADN
de B. bigemina fue amplificado a partir de 20 Il de eritrocitos
sedimentados con una parasitemia de 0.000001 %. Con el nivel de
sensibilidad analitica de la prueba de PCR/hibridacién con sonda se
logré identificar ganado con infeccion crénica subclinica de B.
bigemina de por lo menos 11 meses de duracion (3).

I11. Identificacion de animales portadores infectados con
Babesia bovis

A partir de una secuencia de ADN previamente publicada, la cual
codifica una proteina de 60 kDa presente en la superficie
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de B. bovis, se disefiaron y sintetizaron, también, 2 pares de oligos
para utilizarse en una prueba de PCR especifica para B. bovis (14).
Los oligos BoF/BoR se usaron en el ensayo de PCR para
amplificar un fragmento de 350 pb a partir de ADN genomico de
B. bovis. Los oligos BoFN/BoRN se utilizaron para peparar, via
PCR, una sonda de ADN mareada con Digoxigenina-dUTP
(fragmento de 291 pb), la cual reconoce e hibrida una secuencia
dentro del fragmento de ADN genomico de B. bovis amplificado
por PCR. La amplificacién del ADN de B. bovis obtenido a partir
de cultivo in vitro e hibridacion con la sonda no radioactiva resulté
en la visualizacion del fragmento de 350 pb, cuando 10 pg de
ADN genémico del parasito fue utilizado como molde en el
ensayo. Un fragmento de igual tamafio se amplificd a partir de
ADN gendémico obtenido de 4 aislamientos adicionales de B. bovis
pero no del obtenido de las especies de hemoparasitos
anteriormente sefialados, o de sangre de bovino normal. El
producto amplificado por PCR se identificd en muestras de sangre
gue con tenia un estimado de 3 eritrocitos infectados con B. bovis
(20 ml de eritrocitos sedimentados con una parasitemia de
0.000001 %). Al usarse la prueba de PCR en muestras de sangre
obtenidas de bovinos experimentales, se detecto positividad en 16
de 20 animales inoculados con B. bovis. No se observo reaccion en
muestras colectadas de 20 animales inoculados con B. bigemina o
de 20 bovinos no infectados. La prueba de PCR fue 10
suficientemente sensible para detectar bovinos con infeccion
subclinica por B. bovis de hasta 4 afios pos-inoculacion (14).

V. Prueba de PCR multiple para identificar ADN de
B. bigeminay B. bovis

Be desarroll6 un método basado en la prueba de per., para
amplificar e identificar, en la misma muestra de sangre, el ADN
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de los hemoparasitos que comunmente se encuentran infectando,
en forma concomitante, al ganado de las regiones tropicales (15).
Para esto, se mezclaron muestras de sangre de bovino
conteniendo parasitemias similares de Babesia bigemina y B.
bovis para estandarizar la prueba. Se utilizaron 20 pl de
diluciones décuples de la sangre mezclada, las cuales se
resuspendieron en la mezcla de reaccion de PCR conteniendo
cada uno de los pares de oligos especificos de especie. Los oligos
del grupo | (BilA/IB; BOF/R) diseflados para unirse
especificamente al ADN de B. bhigemna y B. bovis,
respectivamente, se utilizaron para amplificar los fragmentos
"blanco” de ADN genémico de los hemoparaésitos.

La metodologia utilizada, incluia el uso de aliquotas de 20 pl
de paguete de eritrocitos, los cuales se resuspendieron en 200 pl
de solucion de lisis (0.015% saponina, 35 mM NaCl, 1 mM
EDTA) en un vortex (3). Posterior a una centrifugacion por 10
min a 12,000 x g, la hemoglobina (un potencial inhibidor de la
enzima Taq polymerasa) se elimind y las pastillas (conteniendo
fantasmas de eritrocitos) se resuspendieron en 250 pl de la
solucion de reacciéon de PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8.9], 50 mM
KClI, 1.5 mM MgC22, 0.01% gelatina) y lavadas por
centrifugacion en 2 ocasiones. Las pastillas son finalmente
resuspendidas en 99.5 ul de la soluciéon de reaccion de PCR
adicionado con 200 puM de cada dNTPy 1 uM de cada oligo del
grupo I, e incubadas a 100°C por 10 min. Después de una
centrifugacion breve, se adicionaron 2.5 U de la enzima Taq
polimerasa y los tubos de reaccion de PCR se colocaron en un
aparato termociclador utilizando el programa siguiente: 35 ciclos
de desnaturalizacion del ADN molde, 1 min a 95°C (2 min
durante el primer ciclo); hibridacion de oligos, 1 min a 55°C; y
extension de oligos, 1.5 min a 73°C; con una extension final a
73°C por 13 min.
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Los oligos del grupo Il (BilAN/IBN; BoOFN/RN) se
utilizaron para preparar las sondas no radioactivas especificas,
para reconocimiento de secuencias complementarias internas
presentes en el ADN "blanco" amplificado con los oligos del
grupo I. El andlisis de los productos de PCR mediante
electroforesis en geles de agarosa e hibridacion tipo "Southern”
con las sondas no radioactivas, demostré que los fragmentos de
ADN de 278 pb y 350 pb fueron especificamente amplificados a
partir de las muestras de sangre que contenian eritrocitos
infectados con B. bigemina y B. bovis, respectivamente. La
sensibilidad analitica de la prueba de PCR mdltiple fue de
0.00001 %, y 0.00001% eritrocitos infectados con B. bigeminay
B. bovis, respectivamente. Se encontré ademas que la sangre
colectada de bovinos inoculados previamente con B. bovis (4
anos) y B. bigemina (1 afio) proporcionaba una sefial positiva
cuando se analizaba mediante la prueba de PCR multiple (15).

1. UsodeLlaprueba de PCR. en estudios epidemiol 6gicos de La
babesiasis bovina

Con la elevada sensibilidad analitica y especificidad del
ensayo de PCR, asi como su potencial préactico para identificar
infecciones simultaneas con B. bigemina y B. bovis se dispuso
probar su aplicabilidad en estudios epidemiol 6gicos. Para esto, se
[levd a cabo un muestreo de bovinos pertenecientes a ranchos de
zonas ganaderas previamente identificadas como regiones
enzooticas para hemoparasitos en Yucatan (10,16), asi como en
los estados de Tabasco y Campeche (17, 18). De 421 muestras de
sangre colectadas en Yucatany analizadas por |la prueba de PCR
multiple se determind una tasa de prevalencia de 66.7% Y 60.1 %
en bovinos infectados con B. bigemna y B. bovis,
respectivamente. La prueba de PCR mdltiple demostré la
presencia de algunos animales con infecciones subclinicas Unicas
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o dobles, los cuales podrian ser identificados con la
correspondiente sonda de ADN especifica de especie.

A partir de 963 muestras de sangre colectadas en el
estado de Tabasco y analizadas por la prueba de PCR mudltiple
se determind una tasa de infeccion de 32.7% y de 35.9% para
B. bigemina y B. bovis, respectivamente; mientras que en el
estudio epidemiologico conducido en Campeche se determino
una tasa de infeccion con B. bovis y B. bigemina del 53.8% en
muestras de sangre colectadas de 305 bovinos asintomaticos.

2. Uso de la prueba de PCR en e monitoreo de bovinos
inoculados con cepas vacunales de Babesia bovis y Babesia

bigemina

Para este estudio se colectaron muestras sanguineas de 15
toretes tipo europeo, los cuales habian sido inoculados con 1 x
107 eritrocitos infectados con B. bovis y B. bigemina derivadas
de cultivo in vitro, 15 toretes inoculados con eritrocitos no
infectados sirvieron como testigos, 21-60 dias pos-inoculacién
(PI) los animales se introdujeron en un potrero infestado con
garrapatas Boophilus microplus para exponerse a cepas de
campo de Babesia spp.

Mediante la prueba de PCR y usando un formato de
hibridacion de éacidos nucleicos en mancha, se identifico el
ADN de los paréasitos vacunales de B. bigemina y B. bovis en
todos los toretes inoculados en los dias 4 -14 PI,
independientemente de la presencia o ausencia de signos
clinicos. En el desafio de campo, se detecté ADN de B. bovis en
todos los animales testigo a partir del dia 8 posterior a la
exposicién a garrapatas. Los animales inmunizados mostraron
sefiales positivas de PCR a B. bovis y B. bigemina durante los
dias 9 a 18 y 15 a 22 pos-exposicion, respectivamente. En esta
etapa no fue posible determinar si las sefiales positivas de PCR
fueron resultado de amplificaciones
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de ADN a partir de parésitos de cultivo, parasitos transmitidos por
la garrapata, o de ambas poblaciones (19).

3. Aplicacion dela prueba de per. multiple en e monitoreo de
bovinos movilizados a una zona endémica de babesiosis

Para monitorear la infeccion por Babesia bovis y B. bigemina, en
novillos introducidos a un rancho infestado con la garrapata
Boophilus micro plus en Veracruz, ocho novillos tipo Bos taurus,
intactos, de 18 meses de edad, (Cuatro testigos, Grupo A; Cuatro
premunizados con Babesia spp., Grupo B) fueron inmediatamente
expuestos a la garrapata vector a su llegada a rancho, y
clinicamente monitoreados desde €l dia 6 al dia 98 pos-exposicion
(PE) da garrapata. El andisis de muestras de sangre por medio del
ensayo de MPCR/sonda de ADN mostré que los animales del
Grupo A estuvieron infectados con B. bovis del dia 11 hasta el dia
22 PE, haciéndose necesario €l tratamiento babesicida entre |os dias
17-20 PE. Los animales del Grupo B se detectaron positivos a B.
bovis durante los dias 17-20 PE, no requirieron tratamiento y
mostraron infeccion persistente entre los dias 70 a 84 PE. El
tratamiento de los animales del Grupo A atraso lainfeccion con B.
bigemina, mostrandose positivos a parésito hasta los dias 6377 PE.
En cambio, los animaes del Grupo B (no tratados) mostraron
seflales de infeccion por B. bigemina durante los dias 21-26 y 63-84
PE. El monitoreo de la infeccion por hemoparasitos con € ensayo
de MPCR/sonda de ADN, proporcioné importante informacion
epidemioldgica. Asi, es posible instaurar medidas preventivas a
tiempo, cuando bovinos susceptibles sean movilizados a una zona
de riesgo de Babesiosis bovina (20)

Edtudios recientes han puesto un interés particular en €
desarrollo de métodos basados en PCR para caracterizar especies y
cepas de hemoparasitos (21). Se argumenta que un diagndstico
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correcto no puede lograrse sin la identificacion de la especie vy,
en el futuro, de la cepa parasitica en particular. Por ejemplo, la
capacidad para identificar cepas de Babesia resistentes o
susceptibles a los compuestos antibabesiales; |a identificacion de
cepas atenuadas (vacunales) o virulentas (de campo); la
definicion de cepas transmisibles o no transmisibles por la
garrapata vector, etc., llevaria a un mejor diagnostico y, como
consecuencia, al establecimiento de una mejor estrategia de
control. Se ha discutido también, que la caracterizaciéon de
especies con marcadores moleculares puede ser el primer paso
hacia la construccion de mejores herramientas diagnésticas (11,
13).
V.Avances en la investigacion
sobre vacunas inactivadas

Después de varias décadas de investigacion en la lucha contra la
Babesiosis bovina, se han publicado distintas estrategias
vacunales basadas en el uso de antigenos parasitarios obtenidos
a partir de lisados de eritrocitos infectados, o de antigenos
parasitarios solubles presentes en el sobrenadante de cultivos de
Babesia spp (22). El desarrollo del cultivo in vitro de varias
especies de Babesia ha permitido y facilitado el abordaje
molecular para el estudio de los genes codificadores por
proteinas parasitarias potencialmente protectoras. Este abordaje
ha permitido no solamente abrir una via para el uso de vacunas
con base en proteinas recombinantes, sino también de estudiar el
polimorfismo molecular de esos antigenos.

1. Vacunas constituidas de Antigenos Parasitarios Solubles

(APS)

El termino APS agrupa los antigenos parasitarios solubles
liberados ya sea naturalmente in vivo en el plasma de los
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animales infectados, o in vitro en el sobrenadante de cultivo.
Estos APS son obtenidos de la lisis artificial de los eritrocitos
infectados posterior a la liberacién de los merozoitos, o
excretados-secretados por el parasito en el medio exterior
durante lainvasion o salida del eritrocito (22, 23, 24).

Una proteccion limitada a un retraso en la multiplicaciéon de
parasitos y a una disminucion en signos clinicos se ha obtenido
contra B. bovis, al inocular bovinos con un lisado de eritrocitos
parasitados homogeneizados con adyuvante completo de Freund
(25). Subsecuentemente, el uso de fracciones cromatogréficas
de APS obtenidos a partir de lisados de eritrocitos infectados, ha
permitido mejorar la preparacion vacunal y de obtener una
proteccion eficaz en contra de B. bovis (26). Otra fraccion de
APS de B. bovis, la fraccién proteica denominada DSP (27) ha
sido probada y demostrada como inductora de protecciéon. Sin
embargo, este tipo de vacunas presentan el inconveniente de
inducir una débil respuesta inmune de memoria (26,28), inducir
una aloinmunizacion anti-eritrocito debido a los componentes
eritrocitarios que contiene, amén del costo y la dificultad de
produccion de estos APS in vivo, lo cual hace que este
procedimiento sea dificilmente explotado en gran escala.

El desarrollo del sistema de cultivo in vitro de Babesia ha
permitido un considerable progreso desde el punto de vista del
desarrollo de vacunas. El cultivo permite obtener y producir
grandes cantidades de APS presentes en el sobrenadante del
cultivo. El poder inmunoprotector de los APS obtenidos de
cultivo invitro ha sido probado con éxito para todas las especies
de Babesia hasta ahora estudiadas: Babesia bovis (24, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36), B. bigemina (37, 38, 39), y B. diver gens (40,
41, 42, 43). Los sueros de animales protegidos, ya sea
naturalmente o después de la vacunacion, han permitido
identificar APS potencialmente
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inmunoprotectores en € sobrenadante de cultivo y con pesos
moleculares comprendidos entre 20 y 225 kDa en B. bovis (22),
entre 20 y 150 kDaen B. bigemina (22) y entre 17 y 90 kDa en B.
divergens (37, 38). Ademas, € andisis de la respuesta humora de
los animales vacunados, independientemente de la especie de
Babesia estudiada, demuestra la importancia en particular de APS
de alrededor de 40 kDa en la inmunoproteccién, sin indicar que las
vacunas basadas en |a sola utilizacion de estas moléculas permitirian
obtener una inmunoproteccion eficaz contra Babesia (22). A pesar
de que las vacunas con base en APS derivados de sobrenadante de
cultivo, inducen de manera sistemética una proteccion total de los
animales vacunados en contra de un desafio homdlogo, esto no
necesariamente es el caso, cuando animales vacunados son
desafiados con un aislado heterdlogo, en los que se observa una
proteccion variable. La diversidad antigénica entre las distintas
cepas o aislados podria ser la responsable de esta proteccion
variable. Por otro lado, en un experimento de vacunacion en € cua
se combinaron los APS obtenidos de cultivos de B. bovis y B.
bigemina, se demostr6 una proteccion adecuada en los bovinos
desafiados con las dos especies de Babesia (44). Estos datos
sugieren entonces la idea de utilizar la combinacion de los APS de
dos especies distintas para aumentar la capacidad de proteccion de
este tipo de vacuna. No obstante las bondades ofrecidas por los APS
del sobrenadante de cultivo de Babesia, la Unica vacuna disponible
actuamente y en forma comercial es Pirodog® (Rhone-Merieux,
Lyon, Francia) preparada contra Babesia canis (45).

2. Antigenos candidatos para vacunacion en forma de proteina
recombinante

Los antigenos parasitarios que se han investigado, son agquellos
sefialados como blanco del sistema inmune y/o aquellos
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implicados en funciones esenciales para la supervivencia del
parésito, tales como la invasion a eritrocito o la variacion
antigénica, la cual es un factor esencial notable del parasito para
escapar al sistema inmune del hospedero bovino. El cultivo in
vitro de Babesia y las herramientas de ingenieria genética, han
facilitado considerablemente el estudio de las interacciones
hospedero-parésito y permitido la caracterizacion de tales
antigenos. Cuatro grupos de antigenos han sido particularmente
estudiados con el fin de probar su potencial inmunoprotector
mediante la inoculacion de proteinas recombinantes: los
presentes en b superficie de eritrocitos infectados; los presentes
en la superficie de los merozoitos; los presentes en los organelos
del complejo apical; y los excretados-secretados en el
sobrenadante de cultivo in vitro.

Los estudios de inmunofluorescencia realizados con sueros de
animales inmunes sobre eritrocitos infectados con B. bovis o B.
bigemina, han demostrado que la superficie de los eritrocitos
parasitados era antigénicamente diferente de aquella de los
eritrocitos sanos (46, 47, 48, 49, 50, 51). Entre los antigenos
descritos en la superficie de los eritrocitos parasitados con
Babesia, se encuentran aquellos que son polimérficos entre
distintos aislados y los cuales estarian involucrados en el
fendmeno de variacion antigénica y sefialados como implicados
en un mecanismo de escape inmune. Este mecanismo de
variacion antigénica ha sido demostrado in vivo con la ayuda de
poblaciones parasitarias clonales de B. bovis (52), y la variante
antigénica ha sido recientemente caracterizada (53). Se trata de
un doblete proteico designado como VESA 1 el cua esta
compuesto por una proteina de 128 kDa (VESA-1a) y de una
proteina de 113 kDa (VESA-1b). VESA-1a, que se localiza sobre
la fase extracelular de la membrana plasméatica del eritrocito
parasitado, a nivel de las protuberancias denominadas "knobs".
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Hay hipétesis afirmando que VESA-la permitiria a B. bovis
escapar al sistema inmune del hospedero segin un proceso hasta
ahora desconocido, que intervendria sobre el DNA del parésito,
permitiendo una variacién antigénica rapida de la proteina dentro
de las poblaciones clonales (53). No obstante su localizacion, la
cua la hace un blanco de eleccion, VESA-1a no ha sido estudiada
en ensayos de vacunacioén. Pero debido a su variaciéon extrema, se
trata de un blanco de eleccion igualmente importante para
comprender |0os mecanismos de escape inmune.

Los antigenos de superficie del merozoito de Babesia, estan
expuestos al sistema inmune del hospedero, durante el breve
periodo extracelular precedente a la invasion del eritrocito por el
merozoito. Sin embargo, esta fase donde el merozoito es libre, es
suficiente para inducir una respuesta inmune ya que los sueros
inmunes de bovinos infectados por B. bovis, reconocen los
antigenos de superficie de 42 kDa (MSA1) y de 44 kDa (MSA?2)
(54, 55,56). Estas dos moléculas, que presentan un polimorfismo
antigénico entre los distintos aislados geograficos (57) han sido
reagrupadas dentro de una familia de antigenos variables de
superficie del merozoito designada VMSA. La capacidad del
suero de bovino inmune para proteger contra una infeccion por B.
bovis, asi como la capacidad de anticuerpos provenientes de
animales vacunados y dirigidos contra la proteina recombinante
rMSA1 para neutralizar la infectividad de los merozoitos in vitro,
sugieren un importante papel de la proteina MSA1l en la
proteccién inmune contra B. bovis (55, 56). Sin embargo, los
animales vacunados con la molécula rMSA1l a pesar de que
produjeron una elevada cantidad de anticuerpos, no fueron
protegidos contra un desafio con cepa homaéloga virulenta (58).

Debido a sus implicaciones dentro del proceso de invasion del
eritrocito por el merozoito, y de la disolucion de la vacuola
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parasitéfora, los anfigenos del complejo apical de Babesia
contenidos dentro de organelos como las roptrias, micronemas o
cuerpos esferoidales, se han considerado como candidatos para
preparar una vacuna anti-Babesia (59, 60,61). Antigenos de las
roptrias que pertenecen a una familia multigénica (rap-1) han sido
identificadas en las especies B. bovis, B. bigeminay B. divergens
(62, 63, 64). Aun cuando la funcién de las proteinas RAP no se ha
elucidado perfectamente, e hecho de que anticuerpos
monoclonales anti-RAP-I inhiban el crecimiento de Babesia
bigemina in vitro (65), sugiere la implicacién de las moléculas
RAP-1 en el mecanismo de invasion y la importancia de estas
moléculas a nivel inmunoldgico. Ademas, las moléculas RAP-I de
B. bovis y de B. bigemina poseen epitopos de células T
cooperadoras, |os cuales se encuentran conservados entre cepas de
las diferentes especies. Siendo altamente inmunogénicos, estos
epitopos tienen la capacidad de inducir a los linfocitos T
cooperadores, que, al expresar el interferon y, activardn a los
linfocitos B secretores de anticuerpos 1gG2 opsonizantes (66). El
caracter protector (en cuanto ala reduccion de parasitemia) de
RAP-1, alin cuando variable, a sido demostrado in vivo, después de
una inmunizacion de bovinos con la proteina nativa de B. bovis
(67) y de B. bigemina (59). Ademaés, la molécula de fusion
recombinante 21B4, la cual corresponde a una fraccion de la
proteina RAP-I de B. bovis, ha permitido conferir protecciéon en
los animales vacunados y posteriormente desafiados (60).

Dentro de las proteinas del complejo apical, las proteinas del
cuerpo esferoidal estarian igualmente involucradas en el proceso
de invasion y de la modificacion de la membrana del eritrocito
infectado. Se han identificado tres proteinas las cuales se
localizan en los cuerpos esferoidales: una molécula de 77-80 kDa
(Bb-1/Bv80) (67); una de 225 kDa (BvVAI) (67, 68),
respectivamente redesignadas como SBPI y SBP2 (68); y una
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de 135 kDa denominada SB3. Las moléculas SBP1 y SBP2 se
encuentran asociadas con la fase citoplasmica de la membrana
del eritrocito infectado durante o justamente después de la
invasion (68, 69, 70). Las proteinas SBP1 y SBP2 son los
principales componentes de la fraccion DSP a la cual se le
atribuye capacidad inmunoprotectora en los bovinos (71). Estas
dos moléculas han sido clonadas y expresadas en forma de
proteina de fusion. La molécula SBP1 presenta en la region N-
terminal, epitopos T capaces de inducir una respuesta inmune
celular (72), pero los cuales muestran polimorfismo entre los
distintos aislados (70).

La capacidad para inducir una respuesta inmune protectora ha
sido evaluada en tres antigenos de los denominados
excretados/secretados de B. bovis. Asi, la inoculacion de una
pequefia cantidad de los antigenos 12D3, 11C5 y 21B4 ha
permitido la proteccion de animales vacunados y sometidos a un
desafio heterélogo de B. bovis. Los tres antigenos han sido
clonados y expresados en forma de proteinas de fusion. Dos de
las proteinas de fusion utilizadas en combinacion, la GST12D3 y
la GST-11C5, han conferido una proteccion en bovinos tan buena
como la conferida por la vacuna comercial preparada a partir de
parasitos atenuados (60). Sin embargo, los resultados de
investigacion utilizando como vacuna el antigeno 12D3, muestran
gque la respuesta inmune inducida presenta variaciones
significativas entre los animales (73). No obstante, estudios de
hibridacion de &acidos nucleicos o de serologia con anticuerpos
anti-12D3, han demostrado, a la vez en secuencia nucleotidica y
en presencia de los epitopos de la poteina 12D3, que la molécula
se encuentra conservada entre distintos aislados de B. bovisy en
otras especies de Babesia tales como B. bigemina, B. divergens, B.
equi y B. canis (60).
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A pesar de los grandes avances realizados en la Ultima
década, especialmente en |0 que respecta a la caracterizacion
inmunobiolégica molecular de los antigenos candidatos a
vacuna brevemente mencionados en esta revision, a la fecha no
se ha producido en forma comercial ningun biolégico contra la
Babesiosis bovina, el cual posea caracteristicas adecuadas de
eficacia, potencia, seguridad y costo. Permanece el reto para los
investigadores de involucrarse mas profundamente en el
descubrimiento de los antigenos esenciales para el desarrollo de

una vacuna ideal.
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