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@ Resumen:

Kits de diagndstico inmunolégico por inmunofluores-
cencia indirecta de la Theileriosis bovina.

El kit de diagnéstico inmunolégico por inmunofluo-
rescencia indirecta (I.F.l.) de la Theileriosis bovina
comprende basicamente a) al menos, un porta de
inmunofluorescencia que contiene fijado el antigeno
(Cepa Algar); y b) sueros bovinos controles (posi-
tivo y negativo). El antigeno se ha obtenido a partir
de un cultivo celular de linfoblastos bovinos infec-
tados con esquizontes de T. Annulata Cepa Algar,
procedente de un aislamiento de campo de un caso
clinico de theileriosis localizado en el Suroeste de la
Peninsula Ibérica. Se describe ademis la técnica de
I.LF.I. (F.A.O., 1988), adaptada por nosotros para el
uso del kit de diagndstico inmunoldgico de la Thei-
leriosis Mediterranea en Espaiia.

Este kit tiene aplicacién en Veterinaria y es adecuado
para el diagndstico especifico de la Theileriosis Me-
diterranea %ovina producida por T. annulata.
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DESCRIPCION

Kits de diagndstico inmunoldgico por inmuno-
fluorescencia indirecta de la Theileiosis bovina.
Campo de la invenciéon

Esta invencién se refiere a un nuevo kit de
diagnéstico inmunoldgico, por Inmunoflorescen-
cia Indirecta (IFI), de la Theileriosis bovina.
Antecedentes de la invencién

Bajo el término genérico de Piroplasmosis se
incluyen dos tipos de enfermedades parasitarias
de animales domésticos, concretamente las Babe-
siosis, producidas por las especies de Babesiay las
Theileriosis, producidas por las del género Thei-
leria.

La Theileriosis Mediterranea es una enferme-
dad del ganado vacuno transmitida por garra-
patas del género Hyalomma, cuyo agente cau-
sal es el protozoo hemaético Theileria annulata.
Clinicamente se caracteriza por un periodo de in-
cubacion, desde la picadura de la garrapata, de
unos 15 6 20 dias, al término de los cuales las reses
presentan la triada sintomatolégica de fiebre ele-
vada, anemia e ictericia. Las formas eritrociticas
de T. Annulata son de pequeno tamano (0,5-1,5
my), pleomdficas, predominando las formas anu-
lares en nimero de 1 a 5 por hematie.

Este pardsito es tisular y se localiza prefe-
rentemente en los 6rganos del Sistema Fagocitico
Mononuclear (S.F.M.) en donde son muy abun-
dantes las formas de divisén esquizogénica deno-
minadas esquizontes o Cuerpos Azules de Koch.
El proceso parasitario afecta a los principales
6rganos vitales (higado, rindén y carozén) y de de-
fensa inmunitaria (ganglios linfaticos, bazo), lo
que ocasiona la muerte del animal y presenta una
mortalidad media de un 20% de las reses enfer-
mas.

La Theileriosis Mediterranea se distribuye por
la Europa meridional, Asia y Africa del Norte,
siendo més frecuente en los paises de la Cuenca
del Mediterrdneo (Espana, Portugal, Marruecos,
Argelia y Tunez), Préximo Oriente (Egipto e Is-
rael) y Medio y Extremo Oriente (India, Pakistdn
y Japén). En la Peninsula Ibérica se presenta
de manera enzootica en todo el sur occidental:
Andalucia occidental, sur de Extremadura y Co-
marca del Alentejo portugués, presentando focos
esporddicos en otras zonas tales como Andalucia
oriental, Meseta Central (Sierra del Guadarrama)
y Castilla-Leén (provincia de Salamanca).

Basandose en estudios epizootiolégicos pro-
pios 3%?, se puede afirmar que la importancia de
la Theileriosis Mediterranea en Andalucia se ma-
nifiesta. En una encuesta realizada sobre unos
500 animales sacrificados en matadero, se en-
contré una frecuencia de parasitacién a Theileria
del 18%. Especial incidencia se encontré en la
raza de lidia, en donde el 72,7% de las ganaderias
eran positivas a T. annulata®. Esta evidencia nos
lleva a concluir la importancia del toro de lidia
en la presencia de la Theileriosis y el papel que
juega como reservorio de la enfermedad.

En el Sur de la Peninsula Ibérica existen zo-
nas enzoéticas a la Theileriosis Mediterrdanea en
donde la incidencia es muy alta, tales como las
comarcas ganaderas de las provincias de Cadiz,
Huelva, Sevilla y la Comarca del Alentejo por-
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tugués” 2. Asimismo, existen otras zonas vecinas
a éstas, en donde la Theileriosis no es frecuente,
pero donde se presentan algunos focos esporadicos
(provincias de Cérdoba, Malaga y Granada) asf
como también se presenta, de manera esporadica,
en provincias més al norte (Caceres, Salamanca y
Madrid)?-13:1,

Considerando la incidencia de la Theileriosis
por razas zootécnicas y tipo de explotacién, segin
estimaciones propias, se pueden diferenciar dos
problematicas distintas: por una parte, el ganado
extensivo de razas autdctonas criado en dehesas,
tales como la retinta y el ganado de lidia, y por
otra, el ganado de produccién carnica y lechera
de régimen intensivo. En el primer caso, la in-
cidencia de los parasitos en sangre es muy ele-
vada, pero se traduce en una escasa sintomato-
logia clinica debido a la inmunidad natural que los
animales adquieren por la abundancia de las ga-
rrapatas vectoras en estas zonas enzodticas. Por
el contrario, en cebaderos y explotaciones leche-
ras de las zonas enzodticas es en donde se pro-
duce el mayor nimero de muertes, debido a una
inmunidad natural més escasa. El mayor niimero
de bajas se presenta preferentemente en los ejem-
plares importados de razas selectas de produccién
cérnica (charolais, limousine, etc...) y lechera (fri-
sona holandesa), y en aquellas reses que proce-
den de otras comarcas. Esto es motivado en gran
parte, por la ausencia de una inmunidad adqui-
rida frente a la Theileriosis en general o a una
cepa de Theileria en particular. Esta circunstan-
cia puede constituir un obstaculo en la seleccién y
mejora genética del ganado vacuno en las comar-
cas de interés ganadero enzoéticas de Piroplasmo-
sis.

El diagnédstico de esta parasitosis en Espana,
se realiza, usualmente, mediante observacién
clinica de la res enferma por el facultativo, quien
diagnostica Piroplasmosis o “Fiebre de la garra-
pata”, basdndose fundamentalmente en la sinto-
matologia, estacionalidad y ocurrencia de estas
parasitosis. Este tipo de diagndstico carece de
toda especificidad, ya que con la misma sintoma-
tologia existen otras patologias. El término Pi-
roplasmosis incluye enfermedades tales como las
Babesiosis y la Theileriosis, asi como la Anaplas-
mosis que es una rickettsiosis con sintomas muy
semejantes a las anteriores.

El diagnéstico mas usual de laboratorio es la
observaciéon microscépica de los merozoitos en fro-
tis de sangre tenidos con Giemsa o bien el de-
tectar la presencia de esquizontes en improntas
de bazo o higado de un animal muerto. Para el
buen desarrollo de estas técnicas se necesita un
cierto grado de especializacién del analista, quien
se ve ante la duda de distinguir unos parasitos
heméticos de muy pequeno tamafio (merozoitos
de 0-5-3 mu). De todas formas, con este método
tan solo se puede llegar a diferenciar el género
(Babesia, Theileria o Anaplasma), pero nunca se
puede llegar a obtener una exacta determinacién
especifica. Si se tiene en cuenta el grado de es-
pecializacién requerido y el tiempo dedicado en
su realizacién, aunque los reactivos utilizados no
sean muy caros, lo que se obtiene en realidad es
un diagndstico grosero y a la larga, caro.

En otros paises se han desarrollado técnicas
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inmunolégicas para el diagndstico de estas pa-
rasitosis utilizdndose la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI) para el diagnéstico de
la Theileriosis Africana o Fiebre de la Costa
Este (E.C.F.)!°. Para la deteccién de T. annu-
lata se han empleado igualmente la técnica de
LF.I.'' y ELISA®. La especificidad antigénica de
las distintas cepas geograficas de este parasito,
hacen que el uso de estas técnicas requieran
antigenos autéctonos, generalmente no comercia-
lizados, para que el diagnéstico sea fiable.

Por consiguiente, existia la necesidad de dis-
poner del antigeno autéctono espanol de forma
que se pudiera preparar un sistema para el
diagnéstico inmunoldgico de esta enfermedad del
ganado vacuno en Espana. Para ello se procedié
a aislar, por primera vez en Espana, y a mante-
ner en cultivo celular de linfoblastos bovinos, una
cepa local de T. annulata, con la que se pudiese
obtener el antigeno necesario para el montaje del
diagnéstico inmunolégico de esta parasitosis en
nuestro pafs'®.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién proporciona un kit para
el diagndstico inmunolégico de la Theileriosis bo-
vina Mediterrdnea por Inmunofluorescencia Indi-
recta (IFI) utilizando un antigeno procedente de
la cepa “Algar”, cepa autéctona de T. annulata
aislada en el sur occidental de la Peninsula Ibérica
(Cadiz, Espafia).

El kit de diagnédstico comprende basicamente:

- al menos, un porta de inmunofluorescencia
que contiene fijado el antigeno (Cepa Al-
gar);

- suero bovino control positivo;

- suero bovino control negativo.

Los procedimientos de preparacion de los reac-
tivos necesarios para la utilizacién del kit, asi
como la técnica IFI seguida, estdn basados fun-
damentalmente en los trabajos descritos por la
F.A.O, (1988), que sigue la técnica de PIPANO
y CAHANA (1969) adaptada por nosotros como
sigue:

Como porta puede utilizarse cualquier porta
de los habitualmente utilizados en el desarrollo
de técnicas de Inmunofluorescencia que contenga
un numero adecuado de pocillos al objeto de de-
positar el antigeno, los controles y los sueros pro-
blemas a analizar en las diluciones apropiadas.
El nimero de pocillos puede variar en un am-
plio margen aunque por razones practicas resulta
aconsejable el empleo de portas que contengan
18 pocillos aunque portas con mayor o menor
nimero de pocillos pueden igualmente ser utili-
zados.

El antigeno se puede obtener a partir de un
cultivo celular de linfoblastos bovinos infectados
con esquizontes de T. annulata cepa “Algar”. El
antigeno se puede fijar al porta mediante el em-
pleo de acetona. El porta, tras la fijacién del
antigeno se mantiene a -20°C hasta su empleo.

Como suero bovino control positivo frente a
T. annulata se utilizan sueros procedentes de ani-
males infectados experimentalmente con la Cepa
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Algar y aunque una vez testados frente a nuestro
antigeno dan un nivel de titulos de anticuerpos
suficientemente altos (superior a 320).

Para la produccién seriada de estos sueros
controles se puede hacer un pase de la cepa Algar,
mantenida en cultivo in vitro y utilizada como
antigeno, por inoculaciéon subcutdnea en becerros
de 6-18 meses de edad, de 107 linfoblastos infec-
tados con esquizontes resuspendidos en 1-2 ml.
de medio RPMI. La produccién de un nuevo ac-
ceso de la enfermedad y la obtencién de nuevos
esquizontes de la cepa Algar en estos animales por
puncién ganglionar y posterior establecimiento de
la cepa en una nueva linea celular por cultivo in
vitro y la inoculacién de esta ultima linea celu-
lar a otro animal sano nos proporciona el citado
suero control positivo. Con este procedimiento se
aminoran las fluorescencias inespecificas propias
de la célula hospedadora (linfoblasto) y se gana
en especifidad frente a los antigenos propios del
esquizonte.

Como suero control negativo se utiliza prefe-
rentemente suero de becerros de 6 a 18 meses de
edad que han sido testados como animales sanos
mediante las pruebas de saneamiento ganadero
y que una vez analizado mediante la técnica IFI
frente a T. annulata dié resultado negativo.

Adicional y opcionalmente, el kit de diagnds-
tico puede contener:

- un conjugado fluorescente;

- el tampdn necesario para proporcionar el
pH adecuado y para preparar las diluciones
apropiadas de las muestras y de los contro-
les; y

- Azul de Evans como tincién de contraste al
objeto de facilitar la evaluacién al micros-
copio de las muestras.

Como conjugado fluorescente puede emplearse
cualquiera de los habitualmente utilizados en este
tipo de técnicas, tales como la inmunoglubilina
G anti-inmunoglobulina G bovina, marcada con
fluoresceina o cualquier otro compuesto capaz de
producir fluorescencia frente a una fuente de luz
ultravioleta.

Como tampoén debe utilizarse tampdn fosfato
salino (PBS) de pH 7,2.

El método para el diagnéstico inmunolégico
de la Theileriosis Mediterranea bovina por la
Técnica de IFI, estd descrito por PIPANO y CA-
HANA (1969) y recopilado por la F.A.O. (1988).
En esta técnica la que se utiliza, adaptada por
nosotros, en parte, y utilizada con el kit de
diagnéstico que describimos (ver Ejemplo 3).

Los sueros de los animales infectados por T.
annulata, que contienen anticuerpos contra el
antigeno fijado en el porta, en las diluciones ade-
cuadas, asi como los sueros controles positivos,
dan una reaccién coloreada fluorescente que se
puede detectar en el microscopio de fluorescéncia.
Por el contrario, los sueros control negativos, asi
como los sueros procedentes de animales no in-
fectados con T. annulata no dan dicha reaccién
coloreada.

Se considera reaccién positiva cuando el titulo
de anticuerpos es igual o mayor a la dilucién 1/40.

3
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Mediante la aplicacién del método y kit de
diagnéstico inmunolégico previamente citados es
posible diagnosticar especificamente el agente
causal de la Theileriosis bovina mediterranea en
Espana, lo que permite discernir esta parasitosis
de otras que presentan muy parecida sintomato-
logia.

Los resultados obtenidos por nuestro labora-
torio con la utilizacién de un antigeno autéctono
(Cepa Algar) han sido contrastados con un
antigeno de referencia israeli, que amablemente
nos ha sido enviado por el Dr. E. Pipano, Jefe
de la Divisiéon de Parasitologia del Kimron Vete-
rinary Institute de Israel.

Actualmente, en nuestro laboratorio se em-
plea rutinariamente el kit y el método de
diagnostico por IFI previamente citados para
diagnosticar la infeccion causada por T. annulata
con resultados éptimos y repetitivos, tanto en los
estudios de campo de zonas endémicas de Anda-
lucia, como en los de infectacién experimental que
nuestro laboratorio ha realizado.

Ejemplo 1
Preparacion del antigeno y de los sueros controles
1.A. Obtencidn del antigeno

Para la obtencién del antigeno se mantiene un
cultivo celular de linfoblastos bovinos infectados
con esquizontes de T. annulata cepa “Algar”. El
medio de cultivo se prepara con medio RPMI-
1640 con 25 mM de Hepes, suplementado con un
20% (v/v) de suero bovino fetal inactivado. A
este medio se le adicionan una combinacién de
penicilina G sédica (100 U.I/ml), sulfato de es-
treptomicina (100 pg/ml) y sulfato de kanamicina
(100 mg/ml). Los cultivos se mantienen a 37°C
en un incubador de COs, en una atmésfera con
5% de CO; en aire. El medio se renueva cada tres
dias.

1.B. Preparacion del antigeno

Partiendo de un frasco de cultivo, se decanta el
sobrenadante y se lava la monocapa celular con 5
a 10 ml de PBS. Por decantacion se retira el PBS
y se anade 1 ml de solucién de citrato (citrato
sédico 0,44% y cloruro potdsico 0,99% en agua
bidestilada) durante 5 minutos para los frascos de
cultivo celular de 25 cm? y se deja en reposo du-
rante 15 minutos a temperatura ambiente. Pos-
teriormente se dispersan las células por agitacion
y se lavan dos veces con 10 ml de PBS por cen-
trifugacién a 1500 r.p.m. durante 10 minutos. El
botén celular se resuspende en 10 ml de formol
al 0,5% y se deja a temperatura ambiente du-
rante 30 minutos. A continuacién se centrifuga la
suspensién y se decanta el sobrenadante. El sedi-
mento se lava dos veces con PBS y a continuacion
se resuspende en PBS y se hace un contaje celular
en una camara Neubauer. La suspension celular
se ajusta a 5x10° células/ml mediante adicién de
PBS.

Con esta suspensién celular se preparan los
portas de inmunofluorescencia (porta-antigeno)
anadiendo a cada pocillo del porta 0,01 ml de
antigeno, se dejan secar a temperatura ambiente,
se fijan con acetona y se conservan a 20°C hasta
su utilizacién.

1.C. Obtencion de los sueros controles
Para la obtencién de sueros controles positivos

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

frente a T. annulata se necesitan becerros infec-
tados de 6 a 18 meses que, preferentemente, han
sufrido un acceso agudo de Theileriosis. Para ello,
se mantienen animales infectados por pases suce-
sivos mediante inoculaciéon de sangre parasitada
o mediante la inyeccién de un homogeneizado de
glandulas salivares de Hyalomma lusitanicum in-
fectadas con esporozoitos de T. annulata o me-
diante inoculacién de cultivos secundarios de la
cepa aislados en otro becerro.

Para los sueros controles negativos, se utiliza
suero bovino de becerros de 6 a 18 meses que han
sido testados como animales sanos mediante las
pruebas de saneamiento ganadero y que no han
tenido contacto previo con el parasito. Preferen-
temente deben ser de zona no endémica.
Ejemplo 2
Preparacion de un kit de diagndstico inmunoldgi-
co

Se prepara un kit de diagnéstico inmunolégico
por IFI de la Theileriosis Mediterranea bovina
que comprende:

- cinco portas de inmunofluorescencia de 18
pocillos cada uno que contiene 0,01 ml de
antigeno (Cepa Algar), obtenido segin el
Ejemplo 1, en cada pocillo;

- 2 ml de suero bovino control positivo, obte-
nido segun Ejemplo 1; y

- 2 ml de suero bovino control negativo, ob-
tenido segun Ejemplo 1.

Adicionalmente, el kit puede incorporar un
conjugado fluorescente indicando su concentra-
cién de uso. Azul de Evans y tampén para las
diluciones.

Ejemplo 3

Método para el diagndstico inmunoldgico, por IFI,
de la Theileriosis Mediterrdnea bovina (Protocolo
de realizacion)

Se sigue la medotologia descrita por la F.A.O.
(1988), adaptada en parte por nosotros.

1. Fijar el antigeno (Cepa Algar) a cada uno
de los pocillos del porta de inmunofluores-
cencia con acetona en un bano durante 10
minutos.

2. Dejar secar al aire.

3. Hacer dobles diluciones de los sueros pro-
blemas con PBS de pH 7,2, asi como de los
sueros controles (positivos y negativos).

4. Colocar las diluciones de los sueros proble-
mas de manera progresiva y creciente en los
pocillos del porta, reservando la primera fila
de pocillos para los sueros controles.

5. Incubar el porta en cdmara himeda a 37°C
durante 30 minutos.

6. Realizar tres lavados con PBS pH 7,2 de
cinco minutos cada uno a temperatura am-
biente.

7. Dejar secar los portas al aire con ayuda de
un ventilador.
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8. Colocar en cada pocillo una gota de conju-
gado fluorescente (inmunoglobulina G anti
inmunoglobulina G bovina, marcadas con
fluoresceina), previamente diluido a 1/100
en PBS pH 7.2. Opcionalmente se puede
preparar el conjugado fluorescente en la di-
lucién 1/100 con Azul de Evans al 1/10.000
en PBS como tincién de contraste.

9. Colocar el porta en incubacién en cdmara
himeda y oscuridad a 37°C durante 30 mi-
nutos.

10. Realizar tres lavados con PBS pH 7,2 de
cinco minutos cada uno a temperatura am-
biente.

11. Secar el portaobjetos al aire.

12. Montar el porta con glicerina tamponada y
colocar un cubre objetos.

13. Observar con microscopio de fluorescencia
con el objetivo de 40 aumentos en cuarto
oscuro.

Resultados:

- Los sueros de los animales infectados por 7.
annulata asi como los sueros controles po-
sitivos, dan una reaccién coloreada intensa
que se puede detectar en el microscopio de
fluorescencia por la observacién de los esqui-
zontes dentro de los linfoblastos parasitados
con un color verde fluorescente. Nosotros
consideramos como reaccién positiva la di-
lucién 1/40 6 mayor que indica que una res
estd o ha estado parasitada por T. annulata.

- Por el contrario, los sueros control negati-
vos, asi como los sueros procedentes de ani-
males no infectados con T. annulata no dan
dicha reaccién coloreada.

No se considera necesario hacer més extensa
esta descripcién para que cualquier experto en la
materia comprenda el alcance de la invencién y
las ventajas que de la misma se derivan.

Los términos en que se ha redactado esta me-
moria deberdn ser tomados siempre en sentido
amplio y no limitativo.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de diagnéstico inmunolégico por In-
muno Fluorescencia Indirecta (IFI) de la Theile-
riosis bovina, caracterizado porque comprende:

- al menos, un porta de inmunofluorescencia
que contiene fijado el antigeno (Cepa Al-
gar);

- suero bovino control positivo; y

- suero bovino control negativo.

2. Kit segun la reivindicacién 1, caracteri-
zado porque el antigeno Cepa Algar se ha obte-
nido a partir de un cultivo celular de linfoblastos
bovinos infectados con esquizontes de T. annulata
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Cepa Algar procedente del suroeste de Espafa.

3. Kit segun la reivindicaciéon 1, caracteri-
zado porque el suero control positivo frente a 7.
annulata se ha obtenido a partir de becerros in-
fectados por pases sucesivos mediante inoculacién
de un cultivo estandarizado de T. annulata (cepa
Algar), sangre parasitada o mediante la inyeccién
de un homogeneizado de glandulas salivares de
Hyalomma lusitanicum infectadas con esporozoi-
tos de T. annulata (cepa Algar).

4. Kit segin la reivindicacién 1, caracteri-
zado porque el suero control negativo se ha ob-
tenido a partir de becerros que han sido testados
como animales sanos mediante las pruebas de sa-
neamiento ganadero y que no han tenido contacto
previo con T. annulata y cuyo origen es de zona
no endémica.
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