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Objetivos

1.- Aislar cepas espafiolas de Theileria annulata en ganado

vacuno.

2.- Identificar las garrapatas vectoras de la theileriosis

mediterr&nea en Espaha.

3.- Preparar una técnica de diagnéstico inmunolégico de la
theileriosis mediterrénea en Espafia, para su utilizacién

en estudios epidemioldgicos en sanidad animal.

4.- Obtener en laboratorio cultivos celulares de cepas
espafiolas de T. annulata por aislamiento a partir de

animales infectados.

5.- Obtener una vacuna frente a la theileriosis mediterréanea

para ser usada en nuestro pais.
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Introduccién

Theileria annulata es un protozoo parasito del ganado
bovino que se transmite por picadura de garrapatas. En uno de
los estadios de su ciclo de vida se presenta en formas
intraeritrociticas, que fueron encontradas por primera vez en
ganado procedente de Transcaucasia, en 1la antigua Unién
Soviética (Dschunkowsky y Luhs, 1904). Se observd una semejanza
entre este parasito y Piroplasma parvum (= T. parva),
previamente descrito por Koch (1898) en el este de Africa, si
bien los protozoos de Transcaucasia eran en su mayor parte
redondeados mientras que P. parvum presentaba forma de varilla,
por los que fueron denominados P. annulatum.

Al ser inoculado por la garrapata, el parasito invade
células del sistema linfatico del bovino, donde se desarrolla
como esquizontes. Estos ya habian sido observados con
anterioridad, tanto en ganado de Transcaucasia como en el del
este de Africa, pero la relacién entre las formas
intraeritrociticas y los esquizontes no fue establecida hasta
1910 por Gonder. Este descubrimiento condujo a 1la
reclasificacidén de este organismo a un nuevo género denominado
Theileria (Wenyon, 1926).

En la clasificacidén de los protozoos parasitos de animales
domésticos (Levine y col., 1980) el parasito objeto de esta

investigacidén queda clasificado de la siguiente forma:

Subreino Protozoa
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoea
Orden Piroplasmida
Familia Theileriidae
Genero Theileria

Especie Theileria annulata



Introduccién

T. annulata se transmite por garrapatas del género
Hyalomma (Neitz, 1957; Robinson, 1982; Irvin, 1987) y da lugar
a una parasitosis del ganado bovino conocida como theileriosis
tropical o mediterréanea.

El desarrollo del parasito dentro del hospedador
vertebrado comienza por una fase linfocitica, en la que las
formas inoculadas por el vector invaden células linfoides vy,
por divisién asexual, forman en un plazo de 5 a 8 dias los
esquizontes, antes conocidos como cuerpos azules de Koch, que
se localizan primeramente en los ganglios linfaticos prdximos

a la zona de inoculacién.

El desarrollo de las formas pardsitas conduce a otras
modificaciones en la célula hospedadora, de forma que ésta se
desdiferencia a célula 1linfoblastoide, produciendose una
divisidén sincrdénica de parasito y célula hospedadora (Stagg y
col., 1980).

Seglin Hulliger y col. (1964) se produce una traccién del
huso de la célula en divisidn y, como consecuencia, la rotura
del esquizonte; de esta forma en cada célula hija una parte del
esquizonte liberado por rotura de la membrana del esquizonte
inicial.

Posteriormente la fase linfoproliferativa evoluciona hacia
la aparicién de merozoitos, por medio de una merogonia que
provoca finalmente la rotura de la célula linfoblastoide,
pasando los merozoitos a invadir a los eritrocitos, en los
cuales tienen la capacidad de dividirse asexualmente y producir
hemolisis.



Introduccién

Todo el proceso de evolucidén del parédsito da lugar a un
cuadro en el hospedador vertebrado cuyos rasgos mas destacados
son una hipertermia que va de 40 a 42 9C y ganglios
superficiales hipertrofiados en particular los preescapulares
Y precrurales (Ouhelli, 1985). Seglin Wagner y col. (1974) se
produce también una linfocitolisis que es desencadenante de
edema pulmonar. Ademds hay una fuerte anemia, con caida del
hematocrito hasta el 12% y una hiperbilirrubinemia que conduce
a ictericia. '

En los casos graves, como consecuencia de la anemia y de
las lesiones producidas en el pulmén, fundamentalmente, aparece
taquicardia y disnea (taquipnea), que, a medida que avanza el
proceso, se hacen mas acusadas, sobreviniendo un cuadro tipico
de choque, muriendo finalmente el animal por insuficiencia

cardio-respiratoria (Navarrete y col., 1992).

En el mundo se encuentran en situacidn de riesgo de sufrir
theileriosis por T. annulata aproximadamente 250 millones de
cabezas de ganado doméstico (Tait y Hall, 1990) situadas en una
franja que va desde el sur de Europa y norte de Africa a través
de Oriente Medio y sur de la antigua Unidén Soviética hasta la
India y probablemente sur de China (Purnell, 1978).

Las pérdidas econdmicas que ocasiona la enfermedad son
dificiles de calcular aunque se sabe que la incidencia en las
zonas endémicas es alta y que la mortalidad conlleva graves
pérdidas entre los animales exdticos y en los cruces. Ademéas
se producen pérdidas de productividad en animales que enferman
pero que no sufren infeccién fatal. Se ha estimado que esta
enfermedad junto con 1la producida por T. parva producen,
anualmente, la muerte a unos 3 millones de cabezas de ganado
(McHardy, 1991).



Introduccién

Estas consideraciones nos llevan a dos aspectos

principales:

1.- Existe la necesidad de tener datos mas actuales y
detallados sobre la incidencia, mortalidad y pérdidas de
produccién debidas a la theileriosis tropical.

2.~ Se trata de una enfermedad grave y por tanto se debe
considerar la necesidad de mejorar las medidas de control (Tait
y Hall, 1990).
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Antecedentes bibliogréficos

1. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA Y LOCALIZACION DE ZONAS
ENDEMICAS

1.1. ENCUESTA MEDIANTE CUESTIONARIO

Garcia Fernadndez (1978) realiza un estudio a cerca de las
piroplasmosis en Andalucia, basdndose entre otras cosas, ‘en un
cuestionario enviado a los clinicos de las diferentes comarcas
de la regién. Resultados de este trabajo cristalizan en una
publicacidén posterior sobre 1la distribucién de 1las
piroplasmosis en las diferentes comarcas de Andalucia (Garcia
Fernadndez y Romero Rodriguez, 1979).

Segtin este autor (Garcia-Fernandez, 1978) en ganado
aparentemente sano de nuestra regién, aparecen varias especies
productoras de piroplasmosis, que por orden de importancia son
Theileria annulata (19%), Babesia bovis (3,5%) y B. bigemina
(0,7%). Su localizacidén geografica se sitGa predominantemente
en las provincias de Cadiz y Sevilla, en donde se presenta de
manera endémica, si bien aparecen brotes esporadicos en toda
Andalucia.

Segn Purnell (1978), T. annulata es la especie més
frecuente en paises del litoral norte Mediterréaneo,
presentandose de forma endémica en Turquia y Espaha, y de forma

epidémica en Grecia, la antigua Yugoslavia e Italia.

1.2. MUESTREO SOBRE GARRAPATAS

En 1984 Garcia Fernandez y Hueli realizan un muestreo en

el que recogen un gran nimero de garrapatas (2.703) en la



Antecedentes bibliogrdficos

provincia de Granada, correspondiendo el maximo de aparicién
de las mismas al mes de Junio.

Moll y col. (1981) por su parte llvararon a cabo un
estudio epidemioldgico en Narok (Kenia) en el gue observan una
correlacién entre 1la aparicién de formas esquizogbnicas de
Theileria en el ganado y la mdxima actividad de las garrapatas
en la zona, particularmente de Rhipicephalus appendiculatus.

Morzaria y col. (1981) realizaron un estudio para
relacionar las especies de Theileria y sus garrapatas vectoras
en el sur de Sudan. Para ello recogieron muestras de suero de
ganado y garrapatas, procediendo a la identificacidén de las
mismas y a los andlisis seroldégicos. Observaron una alta
prevalencia de T. mutans, lo que se asocid a la presencia de
la garrapata Amblyomma variegatum y A. lepidum, mientras que
la baja prevalencia de T. annulata se explicd por la presencia
de Hyalomma rufipes, vector no eficiente para la transmisién
del parasito, ya que no es frecuente que se alimente sobre el
ganado vacuno. También encontraron R. appendiculatus, si bien
las condiciones climdticas de algunas zonas no eran las iddéneas

para el desarrollo del ciclo de vida de este vector.

Young (1981) observa una distribucién coincidente entre
la aparicidén de casos por T. parva y la presencia de R.

appendiculatus.

Morzaria y col. (1981) destacan la distribucién de 1la
garrapata A. lepidum por todo el norte de Sudéan, asociéndose

a T. mutans en los estudios epidemioldgicos.

Gautam (1981) 1lleva a cabo el registro de casos de
theileriosis de algunas zonas de la India y llama la atencién
sobre la aparicién de casos concentrados en la época de las

lluvias y en el verano.
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Antecedentes bibliogréficos

Por su fparte, en nuestro ambito geogréfico:més proéximo,
Hueli y col. (1982) realizan muestreos sobre garrapatas de
interés ganadero en Andalucia.

Flach y Ouhelli (1992), en muestreos sobre 12 granjas de
una zona endémica en Marruecos, destacan la presencia de
adultos de H. ‘detritum detritum entre los meses ‘de Marzo a
Octubre, con un méximo en su aparicidén al final del mes de
Junio. Esto.s autores observan sobre el ganado la presencia de
larvas y ninfas de esta garrapata sobre el ganado, desde el mes
de Septiembre hasta el principio de Diciembre, con un méaximo
muy acentuado durante el mes de Octubre.

Garcia Fernadndez y col. (1993) realizan un estudio sobre
las garrapatas parasitas del toro de 1lidia en ganaderias
espafolas. Muesrtrean durante los meses de Mayo y Junio un
total de 187 reses en las que las especies de ixbédidos
presentes por orden de importacia han sido H. lusitanicum,

Rhipicephalus bursa, H. marginatum y R. pusillus.

1.3. MUESTREO SEROLOGICO PARA SEROPREVALENCIA

El serodiagndéstico se ha revelado como un método Gtil para
la identificacién de las especies de Theileria, siendo el
método de eleccidn la inmunofluorescencia indirecta (I.F.I)
(Young, 1981), ya dque es la técnica mas adecuada para la
identificacidén de la especie de Theileria existente en una zona
endémica a la theileriosis, incluso en el caso de coexistir
varias especies (Chema y Brocklesby, 1981).

Otras pruebas seroldgicas que se han utilizado han sido
la fijacidén de complemento (Schindler y Wokatch, 1965;
Stepanova, 1968) asi como la hemoaglutinacién (Tutustin, 1969)

y enzima inmuno ensayo como ELISA (Kachani y col. 1992).
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Los primeros trabajos en los que se usa el método de
I.F.I. para Theileria se deben a Schindler y Wokatch (1965).
Posteriormente, investigadores israelies emplean también esta
técnica (Pipano y Cahana, 1968 y 1969).

Transcurridos unos afios se desarrolla la técnica de I.F.I.
para el diagndstico en T. parva (Burridge, 1971; Burridge y
Kimber, 1972; Kimber y Burridge, 1973; Askarov, 1975).

Desde el desarrollo de las técnicas inmunoserolégicas, han
sido numerosos los autores que las han empleado para estudios
epidemiolégicos de la theileriosis bovina, hasta es punto de
convertirse en el método de diagndéstico mas ampliamente
aplicado (Irvin y Morrison, 1987).

Moll y col. (1981) realizan encuestas seroldgicas en la
regién de Trans-Mara (Kenia), usando antigeno constituido por
esquizontes y piroplasmas de T. parva y por piroplasmas de T.
mutans, sobre animales de 6 meses de edad, hallando altos
porcentajes de positividad, tanto frente a T. parva como a T.
mutans. El1 94% de estos terneros, tenian anticuerpos
detectables frente al antigeno de esquizontes de T. parva, y
el 80% frente al antigeno de piroplasmas de T. parva. En
cuanto al antigeno de T. mutans, mostraron positividad el 98,9%
de los terneros. Los mismos autores realizan encuestas a ganado
de mayor edad, observando que la mayoria de 1las reses
presentaban piroplasmas en sangre y anticuerpos frente a T.

parva y T. mutans.

Morzaria y col. (1981) llevaron a cabo varios muestreos
seroldgicos en el sur de Sudan. El primero se hizo sobre 31
reses procedentes de Uganda y que llevaban en Sudédn unos 8
meses. Observaron que 16 reses (51,6%) fueron seropositivas

frente a T. parva y 22 (70,9%) fueron seropositivas frente a

12
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T. mutans. Tan solo un animal presenté anticuerpos frente a T.
annulata.

Otro de los muestreos de Morzaria y col. (1981) fue
realizado sobre 13 reses de un afio y medio de edad, que habian
nacido en la zona del estudio. Encontraron que 8 reses (61,5%)
fueron positivas a T. parva, 5 (38,5%) eran positivas frente
a T. annulata y todas eran positivas frente a 7. mutans. Tan
solo un animal mostrd conjuntamente anticuerpos frente a T.

parva y a T. annulata.

En una granja de vacas lecheras propiedad del gobierno
keniata, los citados autores muestrearon 33 reses con edades
comprendidas entre 1 mes y hasta vacas adultas. Observaron una
positividad, mediante la técnica I.F.I., del 90,9% frente a T.
mutans, del 12,1% para T. parva y del 6,06% para T. annulata.
Una vez mas, unicamente encontraron un animal con positividad

frente a T. parva y a T. annulata.

Por Gltimo, estos autores muestrearon una zona donde se
habian registrado de 50 a 60 reses muertas por una enfermedad
desconocida y de la que se habian recuperado y sobrevivido
otras 40 reses. Tomaron muestras de 25 de ellas ademés de otras
5 correspondientes a animales jovenes que se encontraban
enfermos, con una sintomatologia caracterizada por anorexia,
diarrea, ictericia y linfoadenopatia. Los resultados del test
seroldgico mostraron que el 100% de 1las reses tenian
anticuerpos frente a T. mutans, el 83,3% frente a T. parva y
el 40% frente a T. annulata. En este caso 10 animales mostraron
tener anticuerpos tanto frente a T. parva como frente a T.

annulata.

En la India, Bansal y col. (1987), emplean el test de
I.F.I. y encuentran una seroprevalencia que oscila, segan los

casos, desde el 49% al 90% del ganado.
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Ya en el &ambito de nuestro pais, Juste Jordén y col.
(1986) aportan trabajos epidemioldgicos en los que se detecta
T. annulata. Por su parte, Habela y col., en un trabajo
reciente (1993) manifiestan que en Espafia, la theileriosis
tropical bovina es una enfermedad que se presenta sobre todo
en el Sur, y lo hace con relativa frecuencia; sin embargo, no.
se dispone de cifras precisas sobre su prevalencia.

Para establecer la seroprevalencia, Brandau y Jiménez
(1990) realizaron un estudio seroepidemiolégico en Madrid
encontrando una seropositividad del 90%. Sin embargo, se debe
tener presente que estos autores Gnicamente muestrearon
animales que presentaban sintomatologia clinica tipica de
theileriosis.

Rol (1990) muestrea ganado frisdén en el término municipal
de Casar de Céaceres y obtiene, por la prueba de I.F.I., una
positividad del 7,3%.

En el citado trabajo de Habela y col. (1993) se muestra
un estudio seroepidemioldégico sobre ganado frisén de 1la
provincia de Granada. Para 1la técnica de I.F.I. estos
investigadores emplearon como antigeno piroplasmas de una cepa
de T. annulata procedente de Arabia Saudi, obteniendo una
prevalencia del 13,71%, lo que les llevé a considerar a la
provincia como zona hipoendémica inestable, con posibilidad de

aparicidén de brotes clinicos de la enfermedad.

2. IDENTIFICACION DEL VECTOR DE LA ENFERMEDAD

El estudio de poblaciones de garrapatas existentes en un
drea se ha utilizado en numerosas ocasiones para dictaminar la
presencia de determinada especie de Theileria. Sin embargo,

seglin Young (1981), el procedimiento debe consistir en la
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identificacién de la garrapata vectora que hay en una regién,
después de identificar la especie de Theileria existente en una
zona endémica.

En este sentido, se ha puesto de manifiesto gque R.
appendiculatus es el principal vector de T. parva, ya que la
distribucién de ambos coincide en el campo. Por otro lado, no
se ha comprobado si otras especies de garrapatas transmiten
T. parva dentro del area en que se encuentra R. appendiculatus.

Morzaria y col. (1981), llevaron a cabo un estudio para
identificar varias especies de Theileria y sus respectivos
vectores en el sur de Sudan. Para una de estas experiencias
tomaron garrapatas de la especie A. lepidum que se habian
alimentado sobre un animal parasitado por T. mutans, lo
aplicaron sobre otro ternero esplenectomizado y realizaron un
seqguimiento clinico de la experiencia. El animal desarrolld una
parasitosis que alcanzd el 33,5% de los eritrocitos en su
maximo y un titulo de anticuerpos, medidos por I.F.I., de 2560
que sb6lo fue positivo frente al antigeno de T. mutans vy
negativo frente a otros. Esta es la primera demostracidén de la
capacidad vectora de A. lepidum para T. mutans, si bien ya se
sabia que las especies de Amblyomma podian actuar también como
vectores efectivos para este paradsito en otras partes de
Africa.

Fujisaki y col. (1988) realizaron unos trabajos de
identificacién del vector de la theileriosis bovina en la zona
mids meridional de Japdén, donde no aparece el vector habitual
de T. sergenti, Haemaphysalis longicornis, y sin embargo es muy
frecuente encontrar H. mageshimaensis. En la experiencia
emplearon 3 terneros Holstein de 4 a 6 meses de edad que habian

sido esplenectomizados un mes antes de la infeccidn.
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Previamente se comprobdé su negatividad en cuantd a piroplasmas
en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa, asi como de
anticuerpos medidos por I.F.I. y/o ELISA. El primer ternero fue
infectado con T. sergenti por alimentacién de ninfas de H.
longicornis. Sobre este ternero se alimentaron garrapatas de
la especie H. mageshimaensis, por el método de las bolsas en
las orejas, quedando asi infectadas. Cuando mudaron. a adultos
fueron aplicadas a la oreja de un nuevo ternero no infectado
que, posteriormente, alcanzd una parasitemia del ‘10 al 30%.
Este ternero sirvid para repetir el proceso nuevamente. De este
modo, los citados autores consiguieron demostrar la implicacién

de esta garrapata como vector de la enfermedad en la zona.

3. INFECCION EXPERIMENTAL

Son numerosos los trabajos que a lo largo de la historia
se han realizado para conseguir que animales de experimentacidn

desarrollen una theileriosis.

3.1. POR ALIMENTACION DE GARRAPATAS

El citado trabajo de Fujisaki y col. (1988) constituye un
claro ejemplo de infeccién experimental por alimentacidén de

garrapatas.

Paling y Geysen (1981) realizaron 1la infeccidn
experimental de animales machos de 18 meses de edad, con objeto
de aislar una cepa de T. parva. Para ello, seleccionaron una
granja con historial largo de ausencia de theileriosis y
llevaron a cabo pruebas serolégicas y frotis sanguineos para
constatar la negatividad de los animales frente a T. parva y

T. mutans.
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El método empleado pafa infectar consistié en alimentar
a ejemplares semialimentados de R. appendiculatus sobre un
animal susceptible.

Irvin y col. (1981), por su parte, observaron que se
producia una pérdida muy grande de parasitemia desde 1la
encontrada en el hospedador vertebrado en que se alimenta la
garrapata y la que aparece después de que ésta realice 1la
transmisién a un nuevo animal susceptible.

McHardy y Morgan (1981) realizaron infecciones
experimentales de terneros con objeto de estudiar 1la
efectividad de farmacos como 993C y halofuginona. Asi,
infectaron 10 reses dque pesaban de 120 a 190 Kg con
"estabilizados"™ de T. parva y después trataron a 5 de ella, que
se recuperaron, mientras que los 5 animales no tratados

murieron en 19 & 20 dias. En todos los terneros que enfermaron
Yy se recuperaron, la temperatura oscild entre 40,1 y 41 2C.

Schein y Voigt (1981) 1llevaron a cabo infecciones
experimentales en grupos de reses con "estabilizados" de T.
parva (cepa Muguga) Yy en otros casos con T. annulata (cepa
Ankara), para controlar de nuevo la efectividad de 1la
halofuginona en el tratamiento, dejando en cada caso un animal
no tratado como control y estudiaron su evolucién. En los
animales tratados consiguieron la recuperacién con mas o menos
éxito. Todos 1los animales recuperados fueron inmunes a

"challenge" homdlogos.

Navarrete y col. (1992) infectan experimentalmente un
ternero con un "estabilizado" de T. annulata. La temperatura
maxima que alcanzd el ternero fue de 40,3 9C, que correspondid
a una parasitacién del 3 y 5% y un titulo de anticuerpos,

medidos por la técnica I.F.I., de 320. ;~w»~v~~*ﬂ-"—~‘w

i
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Samish y Pipano (1981) realizaron infecciones

experimentales con estabilizados de ixd6didos separando entre

garrapatas machos y hembras.

Grootenhuis y Young (1981), publican un trabajo acerca del
posible papel gque Jjuegan 1los bovinos salvajes en las
infecciones por Theileria. Para ello realizaron infecciones
experimentales de ganado vacuno doméstico por inoculacidén de
sangre con diferentes especies de Theileria procedentes de
bGfalos africanos o con garrapatas que se habian alimentado
sobre éstos, estudiando la patogenicidad del paréasito en los

nuevos hospedadores.

Segn Radley (1981), la severidad de la reaccidén en 1la
Fiebre de 1la Costa Este depende de 1la dosis infectiva
introducida al animal. No obstante, en experiencias en las que
se ha administrado una dosis infectiva baja a un grupo de
animales, se han dado reacciones desde leves a severas con

incluso muertes en las reses.

Young (1981) sefiala que garrapatas alimentadas sobre
animales con baja parasitemia, dan lugar a veces a nuevas bajas

parasitemias.

Subramanian y col. (1987) infectaron varios terneros, por
alimentacidén de garrapatas en unos casos, y, en otros por
inoculacién de un estabilizado de garrapatas, para conseguir
diferentes aislados de T. annulata de la India. La seleccidn
previa de los terneros se hizo en base a su negatividad en la
prueba de I.F.I.
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3.2. POR INOCULACION DE SANGRE INFECTADA CON THEILERIA

La sangre del ganado en la fase aguda de la infecciédn con
T. annulata, cuando los esquizontes pueden detectarse en
extensiones de higado, es invariablemente infectiva para el
ganado receptor (FAO, 1988).

Con 1la intencién de recavar mds informacidén sobre la
patogenicidad de T. mutans en Nigeria, Saidu (1981) 1llevd a
cabo infecciones experimentales de terneros, tanto
esplenectomizados como intactos. Selecciond 3 terneros de cebi
intactos y 4 esplenectomizados. De todos ellos, 2 de los
intactos y 2 de los esplenectomizados sirvieron como controles
no infectados. Se infectaron por inoculacidén de sangre y el
seguimiento de la experiencia consistié en la medida de la
temperatura, parasitemia, hematocrito y recuento de eritrocitos
y leucocitos.

Los terneros esplenectomizados desarrollaron una
parasitemia superior al 69 por mil y, finalmente, murieron. En
cambio, los terneros intactos mostraron una anemia transitoria
Y una baja parasitemia (4 eritrocitos infectados de cada 1000),
recuperandose sin necesidad de tratamiento.

Morzaria y col. (1981 b) seleccionaron terneros (Bos
taurus) con 2 & 3 dias de vida y los mantuvieron en condiciones
de 1laboratorio en zona 1libre de garrapatas. Fueron
esplenectomizados selecciondndose sb6lo aquellos que resultaron
negativos a la presencia de merozoitos y anticuerpos de T.
mutans, T. parva y T. annulata, mediante la prueba de I.F.I..
Durante el experimento, el seguimiento consistié en toma de
temperatura rectal, frotis sanguineos, palpacidén de ndédulos
linfaticos y frotis de las biopsias de ganglios, cuando fue

necesario.
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Se realizd el aislamiento de especies de Theileria por
inoculacién intravenosa de 1,5 ml de sangre a 2 terneros
susceptibles. Ambos animales mostraron en sus frotis sanguineos
formas de Theileria, sirviendo posteriormente como portadores.
En las pruebas de I.F.I. mostraron tener anticuerpos frente a
T. mutans pero no frente a T. parva y T. annulata. Estos
autores encontraron seroconversién en 1los animales desde
titulos de menos de 40 antes del experimento a 1280 en 181
dias.

Juste y col. (1989) destacan la importancia de transmisidn
de otros agentes infecciosos como Citoecetes phagocytophila
cuando se realizan las inoculaciones de sangre de unos animales

a otros.

Ishii y col. (1992) infectaron experimentalmente a reses
por inoculacidén de sangre y obtuvieron una baja parasitemia.
Para estimular 1la subida del 1indice de ©parasitaciodn,

procedieron a inyectar prednisolona a los animales.

En 1la preseleccidon de 1los terneros empleados en
infecciones experimentales con especies de Theileria, los
diferentes autores coinciden en que se deben examinar frotis
sanguineos del animal para la deteccidén de piroplasmas y
pruebas seroldgicas, que practicamente siempre se reducen a la
I.F.I., para detectar anticuerpos especificos frente a 1la
especie en cuestidn, (Morzaria y col., 1981; Sato y col.,
1993).
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4. AISLAMIENTO DE T. annulata in vitro

En 1945, Tsur-Tchermoretz consiguié cultivar in vitro
esquizontes de T. annulata a partir de explantes de higado y
bazo, si bien no consequia producir gran cantidad de
esquizontes.

Fue el eminente virélogo Abraham Kimron (en un trabajo no
publicado) quién obtuvo por primera vez un cultivo de T.
annulata en monocapa a partir de un tejido tripsinizado de un
rifidn extraido a un ternero que se estaba muriendo de
theileriosis (Pipano 1991).

Posteriormente, fueron obtenidos otros cultivos de T.
annulata en monocapa a partir de otros 6rganos internos (Tsur
y Adler, 1962) y de sangre infectada de bovinos enfermos (Tsur
y Adler, 1965).

Una vez demostrado que el aislamiento y cultivo in vitro
de la fase esquizogdbnica de T. annulata era posible, se
concluy® que este era ademds el mejor método para el
mantenimiento de las cepas de T. annulata de cada zona donde
la theileriosis constituia un problema. Por lo tanto, éste fue
el principal objetivo de 1la investigacidén en las diferentes
areas endémicas en los siguientes afios. Fruto de este esfuerzo
fue el aislamiento de numerosas cepas del paradsito en zonas
del mundo muy alejadas entre si, lo que permitid el posterior
establecimiento en cultivo

de estas cepas.
Asi, Shein y col. (1975) aislaron en Turquia la cepa que

denominaron "Ankara", por la localizacidén del aislamiento

dentro del pais.
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En Iran, unos afios antes, Hooshmand-Rad y Hashemi-Fesharki
(1968), y afios después Shad-Del (1977), durante el transcurso
de su tesis doctoral aislaron 3 cepas mas de T. annulata en el
Instituto Razi de Teheran, y las nombraron como S3, S15 y S19.

Mientras tanto Gill y <col. (1976), aislaron e
identificaron otra cepa de T. annulata en la India, que en este

caso fue denominada cepa "“Hissar".

Por su parte, Sharma y Brown (1981) realizaron el
aislamiento y establecimiento en cultivo de varias lineas
celulares de T. annulata procedentes de animales enfermos.
Partieron en sus experiencias de biopsias de ganglios
linfaticos, de sangre infectada y, en algunos casos, de érganos

postmortem.

El tiempo minimo que necesitaron para conseguir la
transformacién y el establecimiento de los cultivos in vitro,
fue de 7 a 10 dias. Los cambios de medio de cultivo fueron en
unos casos 2 veces por semana y en otros 3. Llevaron a cabo la
criopreservacién de las lineas celulares, almacenadndolas en la
fase de vapor de un contenedor de nitrégeno 1liquido, y
empleando dimetil sulféxido al 10% como crioprotector.

Estos autores emplearon los cultivos para la preparacién
de antigeno destinado a la prueba I.F.I. Segin Uilenberg y
Pipano (1981), este tipo de antigeno, al menos en T. parva, es
mis especifico y detecta anticuerpos durante un periodo de

tiempo mids prolongado que el antigeno de piroplasmas.
Ouhelli (1985), durante 1la realizacidén de su tesis

doctoral, aisld una cepa de T. annulata en Marruecos,

denominandola cepa "Gharb".
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Todas estas cepas han constituido 1a materia prima para
estudios de caracterizacidén del parésito. Para los trabajos de
caracterizacién y, en general, cualquier profundizacidén en el
conocimiento de las cepas aisladas, es necesario disponer de
masa suficiente del parasito, lo que implica la necesidad de
cultivarlo in vitro. Los progresos conseguidos en el cultivo
in vitro de Theileria, desde que se iniciaron en los afios 40
(Tsur-Tchermonoretz, 1945), han sido lentos y escasos. Tan solo
un estadio, el macroesquizonte, se ha conseguido cultivar con
técnicas reproducibles y gque nos permitan disponer de
cantidades suficientes del parasito como para poder ser usado
en experimentos de laboratorio. Intentos de cultivar otros
estadios del ciclo de vida han dado resultados muy limitados
en el caso de estadio intraeritrocitico (Conrad y col., 1985),
asi como en estadios del parasito que se desarrollan en érganos
de la garrapata (Bell, 1984).

Algo mas exitoso ha sido el trabajo encaminado a favorecer
la transicidn de un estadio del parédsito a otro en condiciones
de cultivo in vitro. En este sentido Brown y col. (1973)
desarrollaron una investigacién en 1la que demuestran gque
diferentes especies pueden mantenerse en cultivo de
linfoblastos bovinos en forma de esquizontes, pero partiendo
de esporozoitos extraidos de garrapatas infectadas. No
obstante, no ha sido posible que estos esquizontes dieran lugar
a merozoitos capaces de infectar a eritrocitos. Ademas, las
garrapatas no pueden ser infectadas con 1los eritrocitos
cultivados (Brown, 1987).

Shiels y col. (1992) han trabajado en la induccidén de
lineas celulares infectadas con esquizontes de T. annulata para
conseguir la diferenciacién de éstos al siguiente estadio del
ciclo de vida, es decir los merozoitos, sometiendo los cultivos

a la temperatura de 41 °C durante periodos de tiempo limitado.
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En cuanto al mantenimiento de las células linfoblastoides
infectadas con esquizontes de T. annulata, se pude concluir que
las técnicas de cultivo se han ido mejorando con el paso de los
afios y todas las mejoras y sus posibles aplicaciones han sido
extensamente revisadas en los trabajos de Brown (1979; 1980;
1981; 1983). Ademas, de una forma detallada para cada una de
las diferentes especies de Theileria, se han publicado trabajos
por diferentes autores: Pipano (1984) en T. annulata; Kurtti
y col. (1981) y Stagg y col. (1981) en T. parva (aunque
anteriormente Malmquist y col., 1970, ya propusieron un método
de cultivo para T. parva); Hooshmand-Rad y Hawa (1975) en T.
hirci; Stagg y col. (1974) en T. lawrencei; Stagg y col. (1976)
en T. taurotragi. En todos los casos se consiguieron establecer
lineas celulares de células linfoblastoides infectadas con

esquizontes.

Por tGGltimo, Pipano y col. (1989) realizaron una
comparacién entre los diferentes métodos de aislamiento de
células linfoblastoides infectadas a partir de animales
enfermos y el éxito en la consecucién de lineas celulares

establecidas.

S. CARACTERIZACION DE LA CEPA DE T. annulata AISLADA

Desde mediados de los afios 30, ya se tenia constancia de
las diferencias antigénicas existentes entre diferentes
aislados de T. annulata procedentes de &areas geograficas

distintas (Sergent y col., 1936).

Animales recuperados de la infeccién por una cepa,
resisten la reinfeccién por la misma cepa, pero no estan
completamente protegidos contra otra, sobre todo si ésta es mas

virulenta que la primera (Gautam, 1981).
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La inmunizacién contra la theileriosis por T. annulata
parece ser el método de eleccidén para reducir 1las pérdidas
econdmicas por esta enfermedad. Ademds es preferible preparar
una vacuna a partir de aislados locales en vez de con cepas del
parisito de &reas geograficas alejadas (Ozkoc y Pipano, 1981).

Para la diferenciacién de cepas de Theileria dentro de una
misma especie se ha empleado, entre otros métodos, el patrén
isoenzimdtico de los parisitos (Uilenberg, 1981). El andlisis

'~ electroforético de isoenzimas, ha sido aplicado con

anterioridad a protozoos como Entamoeba histolytica (Montalvo
Yy Reeves, 1968), Toxoplasma gondii (Bloomfield y Remington,
1970), Plasmodium berghei y P. vinckei (Carter, 1973), pasd
rapidamente a ser utilizada en la caracterizacidén de 1los
Trypanosomatidae, y dentro de ellos sobre todo al género
Leishmania: Asi, Gardener y Howells (1972), Kilgour y Godgrey
(1973), Ebert (1973), Kilgour y col. (1974) y Kreutzer y
Christensen (1980), introducen la electroforesis en acetato de
celulosa en la tipificacidén de Leishmania y demuestran que es
posible identificar una cepa o especie de este género mediante
el estudio de tan solo tres isoenzimas (PGD, MPI Y GPI).

Rioux y col. (1980) identifican por primera vez a L.
infantum como agente etioldégico de la leishmaniosis cuténea en
los Pirineos Orientales (Francia), empleando la técnica de

electroforesis de isoenzimas en gel de almidén.

Melrose y col. (1980) compararon cinco cepas de T.
annulata procedentes de tres dreas geograficas diferentes y una
cepa de T. parva. Se emplearon macroesquizontes cultivados en
células linfoblastoides bovinas. Para la prueba realizaron una
electroforesis en gel de almiddén. La diferenciacién entre las
cepas se hizo en base a su patrdn isoenzimatico para la glucosa

fosfato isomerasa (GPI). Encontraron que los cultivos en
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células derivadas de cuatro reses diferentes mostraban un
patrdn isoenzimadticos semejante, tanto en el *hospedador como
en el parédsito. Por otro lado, dos cepas de T. annulata y una
cepa de T. parva crecidas en células linfoides derivadas del
mismo animal mostraron idéntico patrén isoenzimatico para el
hospedador, mientras que el patrén de isoenzimas asociado con
cada pardsito fue diferente. Cepas de T.annulata procedentes
de distintas zonas geograficas poseian diferentes patrones del
isoenzima, mientras que no observaron diferencias entre las

cepas que pertenecian a la misma zona.

Van der Meer y col. (1981) realizaron un estudio
isoenzimdtico del estadio intraeritrocitico de Theileria. Para
ello tomaron sangre bovina que contenia piroplasmas de T. parva
y sangre no infectada. Revelaron solo la banda de la actividad
glucosa fosfato isomerasa (GPI) asociada al parasito. No fue
necesaria la purificacidén de los piroplasmas, porque no hay
interferencia entre la banda GPI de la célula hospedadora y la
del parasito. Segin estos autores, la gran desventaja de usar
piroplasmas en el estudio de los isoenzimas de T. parva es el
hecho de que el animal suele morir antes de que su parasitemia
sea lo suficientemente elevada como para conseguir 1la

preparacidén satisfactoria de las muestras.

Sharma y Brown (1981), estudiaron la diferenciacidén de
cepas de T. parva por el isoenzima GPI en varias lineas
celulares establecidas en cultivo a partir de animales

enfermos.

Nyormoy y Bwayc (1981), tratando de desarrollar un método
para tipificar las diferentes cepas de T. parva, prepararon
extractos enzimaticos. Para ello emplearon varios tipos
celulares infectados y sin infectar con T. parva, asi como

esquizontes purificados del parasito. La electroforesis fue
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realizada en geles de poliacrilamida y los sistemas enziméticos
estudiados fueron: Glucosa fosfato isomerasa (GPI),
fosfoglucomutasa (PGM), Glutamato deshidrogenasa (GDH), Glucosa
6~-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), Lactato deshidrogenasa (LDH)
Y Malato deshidrogenasa (MDH) . Estos investigadores,
concluyeron que hay isoenzimas de MDH, LDH y GPI que son Gtiles
en la diferenciacién de especies y cepas de Theileria.

Melrose y col. (1984), usando la electroforesis en gel de
almidén, demuestran que hay una marcada actividad glucosa
fosfato isomerasa (GPI) asociada con el parasito y distinta a
la actividad de la célula hospedadora. No encuentran evidencia
de otras isoenzimas especificas del pardsito, pero si 1la
existencia de un considerable polimorfismo en cuanto a la GPI
entre varios aislados de T. annulata procedentes de diferentes

Zonas.

6. METODOLOGIA DE OBTENCION DE UNA VACUNA CONTRA THEILERIA

6.1. INOCULACION DE SANGRE DE ANIMALES INFECTADOS

Los primeros trabajos de vacunacidén frente a T. annulata
fueron realizados por Sergent y col. (1945) en Argelia. Estos
investigadores aislaron una cepa de baja virulencia que
denominaron "Kouba" y la mantuvieron in vivo por inoculacidn
a animales de experimentacidn susceptibles. Realizaban un pase
cada 17 a 25 dias y esto daba lugar a la pérdida de los
estadios eritrociticos pero no se modificaba la virulencia.
Usaron esta cepa para vacunacidn en el periodo que transcurrid
entre el pase n?2 52 y el pase n? 220 durante mas de 10 ahos.
Como vacuna se administraba una inyeccién de 5 a 10 ml de
sangre de un animal que se encontraba en un estadio agudo de

la enfermedad.
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El pase de la cepa en animales de experimentacidén conllevd
la muerte del 3,2% de los mismos.

Posteriormente, investigadores israelies (Alder vy
Ellenbogen, 1934), con el propdsito de conferir proteccién al
ganado de raza frisona, que era importado a Israel para mejorar
la cabafia vacuna, comenzaron a practicar experiencias de este
tipo. Inicialmente, emplearon para vacunar varias cepas
argelinas de baja virulencia, entre las que se incluyd 1la
llamada cepa "Brunete", que causaba una mortalidad post-
vacunacién del 1,8%. Observaron que las cepas argelinas no
conferian suficiente proteccién por si solas, y decidieron que
seria conveniente inocular, transcurrido de uno a dos meses
desde la vacunacidén, una cepa virulenta autéctona de Israel,
la cepa "Tova", reforzadndose asi la inmunidad. Durante este
periodo se consiguieron resultados muy satisfactorios ya que,
partiendo de una mortalidad del 13% causada por theileriosis
en ganado no vacunado, pasaron a tener una mortalidad del 0,03%
en un rebafio estudiado de aproximadamente 3000 cabezas de
ganado (Sturman, 1959), si bien estas cifras no incluyen la
mortalidad causada por la vacunacién en si misma, que fue del
1 al 2%. La cepa "Brunete" se mantuvo en el laboratorio del
Instituto Veterinario Israeli de Beit Dagan durante 420 pases,
hasta que, en 1963, dos terneros inoculados con la cepa
murieron sin que fuesen encontrados esquizontes en sus ganglios
linfaticos, y su sangre, inoculada a terneros susceptibles, no
fue capaz de dar lugar a una nueva infeccidén. Este suceso
espoled a los investigadores hacia la bisqueda de un método

alternativo de vacunacidn.

Desde 1974, en Japdbn se realizan experiencias de
inmunizacién frente a T. sergenti utilizando sangre infectada
como vacuna viva (Minami y col., 1981). Inoculaban por via

subcutanea 2 x 10® eritrocitos parasitados, observando que
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esta vacuna viva de Theileria tenia un efecto inhibitorio en
la manifestaciones clinicas de la theileriosis. Este tipo de
vacunacién fue prohibida en Japén en 1979 por dar lugar a la
diseminacién de otras enfermedades.

En afios posteriores se pusieron a punto las técnicas de
cultivo in vitro de células linfoblastoides bovinas infectadas
con esquizontes (Brown, 1979), permitiendo asi disponer del
parasito en grandes cantidades y observar el comportamiento de

los esquizontes en cultivo.

El método de inmunizacién requiere el establecimiento de
la infeccién en las células del animal que estd siendo
inmunizado (Irvin y Morrison, 1987) y, gracias al desarrollo
de las pruebas seroldgicas, tenemos la posibilidad de valorar
la respuesta de los animales en la experiencia de inmunizacidn
(Dolan, 1981).

Los primeros intentos de vacunacidén en Africa contra la
fiebre de la Costa Este (theileriosis producida por T. parva)
se deben a Spreull (1914), que inoculaba un macerado de bazo
y ganglio linfatico para la prevencidn de esta enfermedad en
el ganado.

Como puede comprobarse, los métodos de inmunizacidn contra
las especies de Theileria han sido estudiados durante afios y,
hasta ahora, el Gnico método que ha dado resultados préacticos
en condiciones de campo es el que emplea una vacuna derivada
de un cultivo de células infectadas con macroesquizontes del
parasito (Radley, 1981). Este método ha sido usado con éxito
en algunos paises en el caso de T. annulata, pero no da
resultados tan satisfactorios para T. parva y T. lawrencei. En
estas dos especies ha de emplearse el método conocido como

"infeccidn y tratamiento".
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6.2. INMUNIZACION POR INFECCION Y TRATAMIENTO

Segn este método (Radley, 1981), hay que infectar al
ganado con el parasito, para tratarlo seguidamente con un
quimioterapico que actGe durante la primera fase de 1la
enfermedad y evitando la aparicidén de una reaccidén severa, de
forma que el animal queda inmune a posteriores infecciones.
Como fuente de material infectivo se emplean garrapatas y
seguidamente se administran tetraciclinas durante un periodo
prolongado. A

Seglin Jarret y col. (1969), para alcanzar el éxito en este
proceso, resulta adecuada la administracién de 16 dosis (1 al

dia) de tetraciclinas por via oral a razdédn de 16 mg/kg.

Esta técnica, en cualquier caso, no fue aceptada, debido
a la cantidad de tiempo necesario para llevarla a cabo y al
elevado precio de la tetraciclina en la época en gque se ided
el método (Radley, 1981).

Los trabajos subsiquientes fueron encaminados a 1la
reduccidén tanto de la dosis como del namero de dias de
administracidén, hasta que se obtuvo una tetraciclina de accidn
prolongada que permitia su administracién en una sola dosis de
20 mg/kg, a la vez que se inoculaba el agente infectivo,
consiquiéndose la inmunidad del ganado con unas reacciones

adversas minimas (Radley, 1981).

La existencia de cepas es un factor gque hace mas
complicada una efectiva inmunizacién frente a las especies de
Theileria. En un principio se pensé que la solucidén seria
buscar una cepa que poseyera todo el mosaico inmunogénico que
podian tener las diferentes cepas encontradas, de tal modo que

vacunando con esta cepa se protegeria contra todas. La basqueda
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de esta cepa lleva mucho tiempo ﬁn proceso a largo plazo y
existe una posibilidad grande de que ni siquiera exista. Como
alternativa, se pueden buscar cepas que resulten mas
protectoras que otras, realizando la inmunizacién con una
combinacién de las mismas.

En el caso de T. parva, se realizé una combinacién con T.
parva (cepa Muguga), T. parva (cepa Kiambu 5) y T. lawrencei
(cepa Serengeti), que se denomindé coéctel Muguga. En ensayos de
laboratorio dié resultados esperanzadores frente a T. parva.

Posteriormente, Uilenberg y col. (1976 y 1977), realizaron
ensayos de campo usando el citado céctel en Pugu (Tanzania).
Mientras los animales control murieron cuando fueron expuestos
al agente infectivo de forma natural, ninguno de los animales
vacunados murieron de theileriosis, si bien alguno de ellos

murié de babesiosis y otras enfermedades.

Purnell (1977) opina que paralelamente al método de
vacunacién por infeccidn y tratamiento se debe de continuar con
los trabajos que posibiliten una vacuna de cultivo de tejidos
contra la E.C.F., ya que tal vacuna seria mds segura y mas

facil de administrar.

Para T. lawrencei los resultados fueron bien distintos,
ya que sblo resultaron protegidos el 50% de los animales
vacunados y el otro 50% murieron al ser reinfectados, si bien
del lote control murieron el 80%. Después, afiadieron al céctel
el "challenge" de T. lawrencei usado anteriormente, y esto hizo
mejorar de manera muy considerable la capacidad de resistencia
a una nueva infeccidén. Con esto se demostrd que el mosaico
inmunogénico se puede conseguir mediante es uso de una

combinacidén de cepas (Radley, 1981).
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En el caso de T. annulata el método de infeccién vy
tratamiento con 1 6 2 dosis de oxitetraciclina de accidén
retardada ha sido usado con exito por Gill y col. (1978). La
Gnica forma de poner a prueba un método de inmunizacién
desarrollado en el laboratorio, es mediante un ensayo de
inmunizacidén en condiciones de campo. Este ensayo consistiria
segin Radley (1981), en tener ganado vacunado junto con
animales no vacunados en las mismas condiciones y comparar la
incidencia de theileriosis y la razdén de mortalidad y de
productividad en ambos grupos. Este autor indica, que 1la
inmunizacién conseguida probablemente dura afios, e incluso toda
la vida del animal en un &rea endémica en donde hay un

constante enfrentamiento con el agente infectivo.

Paling y Geysen (1981), considerando que la theileriosis
era el principal problema para la mejora de la cabafia ganadera
en Ruanda, concluyeron que la solucién posible al problema era
el desarrollo de una vacuna frente a T. parva basada en cepas
locales del parasito. Para consequir esto llevaron a cabo tres

experiencias de investigacidn:

- Aislamiento y caracterizacién de una cepa local de T.
parva, la cual serviria como cepa para la vacuna.

- Aislamiento de otras cepas en diferentes zonas del pais
Yy realizar pruebas de inmunidad cruzada con la cepa que

constituye la vacuna.

- Exposicidén de animales vacunados a las condiciones de

campo.
Irvin y col. (1981) realizaron un trabajo de inmunizacidén

en Kenia con la cepa "Muguga" de T. parva. Para demostrar la

eficacia de la vacuna, inocularon 4 reses vacunadas con un
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"estabilizado" de una cepa de T. parva de otra regidn del pais
denominada "Kilifi". En las 4 reses no se produjo ninguna
reaccién, mientras que en 5 reses control no inmunizadas que
también habian sido inoculadas 1las consecuencias fueron
fatales. En este trabajo concluyeron que, tanto la vacunacién
como el “"challenge", se habian realizado con dos aislados que
pertenecian a cepas idénticas separadas geogrdficamente por
eventuales traslados de bueyes de una zona a la otra.

Paling y Geysen (1981) seleccionaron una cepa de T. parva
aislada en Ruanda para ser empleada como vacuna en esta zona.
Emplearon los animales de 18 meses que resultaron negativos a
las pruebas de I.F.I. y de biisqueda de piroplasmas en
extensiones sanguineas tanto para T. parva como para T. mutans.
En estas experiencias las reses recibieron el "challenge"
posterior a la vacunacidén por inoculacidén del pardasito por

inyeccién en unos casos y por exposicién en el campo en otros.

Pipano (1981), publica una experiencia de vacunacidn
frente a T. annulata, por el método de inmunizacidén vy
tratamiento, en 1la que se consiguen resultados bastante
satisfactorios, y que demuestran la eficacia del método para
éste parasito. El autor hace una valoracién en comparacién con
el método usado habitualmente para la vacunacidén contra T.
annulata y concluye que es mas ventajoso el método habitual de
vacunacién con linfoblastos infectados con esquizontes del

paréasito.

Morzaria y col. (1987) realizan unas experiencias en Kenia
empleando 2 cepas diferentes de T. parva para inmunizar a 52
reses, quedando 33 como controles susceptibles. Estas reses son
expuestas a "challenge" de campo haciéndoles permanecer de 42
a 90 dias en tres zonas endémicas a la theileriosis de la costa

de Kenia. El ganado expuesto a 'challenge" en uno de los
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sitios, habia sido inmunizado un afio antes, y mantenido en un
lugar 1libre de garrapatas. Mostrd un nivel de proteccidédn
similar al del ganado inmunizado de 1 a 2 meses antes de la
exposicién; por lo tanto, la inmunidad no habia decaido en un
afio. Para el trabajo seleccionaron tres granjas, en base a que
se conocian los problemas que tenian con la theileriosis y la
importancia que representaba la enfermedad como obstaculo para

la cria de ganado en las respectivas zonas.

En la granja Mtwapa, de 11 toros Jersey vacunaron a 8 y

dejaron a 3 controles.

En la granja de Kiswani inmunizaron a 18 terneros vy
dejaron 7 como control. Los que sobrevivieron a este
experimento junto con 12 terneros adicionales de la misma edad,
fueron sometidos a challenge de campo en una segunda fase del

experimento.

En la granja Kibarani, hicieron dos ensayos. En el primero
vacunaron a 17 reses y 5 quedaron como control. En el segundo,
de 25 reses, vacunaron a 12 y dejaron a 13 como animales
susceptibles. El seguimiento fue monitorizado controlando los
anticuerpos por el método de I.F.I.

Mutugi y col. (1991), para una experiencia de inmunizacidn
frente T. parva en una granja, realizaron un muestreo
seroldégico previo de los animales de la explotacién, con objeto
de conocer el nivel de exposicién a Theileria que tenian los

animales de esta granja.

Segin Pipano (1981), el método de infeccién y tratamiento
parece proporcionar una proteccidén mas fuerte al "challenge"
en el campo, pero el método de inmunizacidén con cultivos

atenuados es mas seguro ya que permite una mejor cuantificacidén
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Y un mejor control de calidad de la vacuna.

Rana y Dhar (1993) recientemente han llevado a cabo una
experiencia de inmunizacién contra la theileriosis tropical por
infeccién y tratamiento. Estos autores han observado una clara
diferencia en cuanto a la resistencia a un challenge por parte
de 1los terneros inmunizados, si bién mostraron algunas
reacciones clinicopatoldégicas que atribuyen a un efecto
residual de la buparvacuona. Consideran como buen indicador de
la inmunidad, la respuesta de anticuerpos observada en los

terneros.

6.3. INMUNIZACION CON CULTIVOS CELULARES DE VIRULENCIA
ATENUADA

Desde un principio, existe el convencimiento de que las
pocas vacunas que han dado buenos resultados frente a
infecciones por pardsitos son las basadas en la administracién
de organismos vivos atenuados (Callow, 1977; Pipano, 1974), e
intentos de inmunizar con parasitos muertos, en la mayoria de

los casos, han conducido a fracasos (Morrison, 1987).

El problema principal cuando se usan cultivos celulares
estd relacionado con 1la necesidad de transferir 1los
macroesquizontes de 1las células donadoras a las células
receptoras, con el fin de estimular la generacidén de inmunidad

protectora en el animal receptor.

La facilidad de transferencia estd determinada por el
grado de compatibilidad inmunolégica entre los dos tipos de
células. Esta puede ser muy variable, del mismo modo que lo es

la generacidén de inmunidad. Estos factores inmunolégicos
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constituyen un problema para el uso como vacuna de cu;tivosf
celulares de T. parva, pero no ocurre asi en el caso de T.
annulata (FAO, 1988).

Desde que Tsur-Tchermoretz (1945) consiguidé aislar in
vitro esquizontes de T. annulata, se pensd en la posibilidad
de que éstos podrian servir para la preparacién de un vacuna
contra la enfermedad. Sin embargo los cultivos a base de
explantes de higado y bazo usados por este autor no eran muy
indicados para un proceso de produccidén a gran escala como el

que se necesita para la fabricacién de una vacuna.

En afios posteriores se aislaron 1linfoblastos bovinos
infectados con esquizontes de T. annulata a partir de érganos
y de sangre de terneros enfermos consiguiédose el cultivo en
monocapa (Tsur y Alder, 1962 y 1965).

Los primeros estudios mostraron que el 1ligquido
sobrenadante de los cultivos en monocapa contenia esquizontes
libres, asi como células linfoblastoides infectadas con
esquizontes. Este material era invariablemente infectivo para
el ganado, pero el periodo de supervivencia de los esquizontes
era muy corto, y si éstos eran guardados a 4 2C de 24 a 48
horas, a veces no provocaban la enfermedad en el ternero

inoculado.

Otras observaciones mostraron que el cultivo prolongado
conducia a una pérdida de la virulencia de los esquizontes
(Tsur y col., 1964), y una vez atenuados, éstos conferian
proteccidén frente a parasitos virulentos homdélogos (Pipano y
Tsur, 1966).

A finales de los afios sesenta, se empezd a aplicar en

Israel una vacuna frente a la theileriosis derivada de un
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cultivo de T. annulata. Durante las dos décadas éiguientes, en
muchas de las zonas enzobdticas para la theileriosis producida
por T. annulata, se han llevado a cabo ensayos de cultivo e
inmunizacién contra esta enfermedad. De esta forma, en 1973
investigadores iranies aislaron tres cepas locales a partir de
ganado infectado de forma natural (Hashemi-Fesharki, 1988),
usando dos de ellas para obtener vacunas y la tercera para
tener un "challenge" definido, que les serviria para comprobar

la inmunogenicidad de la vacuna.

Pirie y col. (1970) intentaron un método de vacunacidn en
el que recogian en los 1linfocitos infectados <con
macroesquizontes de 1los ganglios 1linfaticos extraidos de
animales muertos. Vacunaron el ganado por inoculacidn
intravenosa de una suspensién que contenia de 10® a 10"
macroesquizontes. Dos dosis de 10° macroesquizontes con un
intervalo de tres semanas entre las dos inoculaciones parecia
dar los mejores resultados, protegiendo 8 de cada 10 diez

animales frente a un subsecuente challenge de garrapatas.

En general, durante los afios setenta, el conocimiento de
las técnicas de cultivo in vitro adaptadas a los esquizontes
de Theileria (Brown y col., 1973), hizo posible que en varios
paises se trabajara con el objetivo de la consecucidén de

vacunas adecuadas contra la theileriosis.

Asi, Pipano (1977a) comienza las experiencias de
vacunacién en Israel. Hooshmand-Rad y Hashemi-Fesharki (1968)
destacan la importancia del aislamiento de cepas locales en la
consecucién de una vacuna para luchar contra la enfermedad en
una zona. Por su parte Van den Ende y Edlinger (1971) en Tdnez,
Hooshmand-Rad (1975) en Irak, Gill y col. (1976) en la India
y Zablotsky (1967) en la antigua Unién Soviética usan cultivos

en suspensién.
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Stepanova (1977) recoge los resultados de una gran

experiencia de campo con un seguimiento de tres afios, y en la

.que se vacunaron 410 reses, gquedando 66 como sujetos

susceptibles. Ninguno de 1los animales vacunados mostrd
theileriosis <c¢linica, mientras que todos 1los terneros

susceptibles enfermaron, muriendo 22 de ellos.

Pipano y col. (1977b) realizan experiencias de
inmunizacién con esquizontes de T. annulata muertos,
comprobando que el ganado es suéceptible a la infeccidén con
esporozoitos y resistente a 1la infeccién con esquizontes
homélogos virulentos. Concluyeron que la inmunidad generada por

los parasitos muertos es especifica de cada estadio.

En el trabajo de Pipano (1977a) se sostiene que cualquier
aislado de campo virulento puede ser atenuado por cultivo in
vitro, y por lo tanto deberia ser posible inmunizar al ganado
con aislados locales y asi evitar 1las potenciales

complicaciones debidas a las cepas.

Asi mismo, el autor sefiala que la duracidén de la inmunidad
en ausencia de "challenge", no ha sido evaluada, si bien las
observaciones de campo sugieren que la proteccidén deberia durar
al menos de 2 a 3 afios. El ganado inmunizado experimentalmente
se comprobado que no muestra signos de infeccidén cuando es
inoculado con esquizontes virulentos homdlogos 18 meses después

de la vacunacidn.

Pipano (1981) indica que el mecanismo de atenuacién de la
virulencia de los esquizontes de T. annulata no se conoce,
aunque parece ser que el tiempo de mantenimiento en cultivo in
vitro necesario para alcanzar la atenuacidén total no esta

relacionado con la virulencia inicial del aislado.
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Los esquizontes completamente atenuados, al ser
inoculados, no causan fiebre ni parasitemia detectable,
mientras que la respuesta a la vacuna es valorada mediante
serologia.

Pipano (1981), también observa que 1la vacuna de
esquizontes atenuados induce una inmunidad que protege
totalmente contra la reinfeccién con esquizontes virulentos
homélogos procedentes de un cultivo celular. Para este autor,
los ensayos de campo necesarios para la comprobaéién de 1la
potencia de 1la vacuna son deseables, aunque presentan el
problema de gque su realizacién en las condiciones
experimentales apropiadas, para recoger la informacién
necesaria acerca de la capacidad protectora de la vacuna, es

muy costosa.

El mismo autor, en una prueba encaminada a determinar 1la
potencia de una vacuna, expuso 22 terneros de raza frisona a
la infeccién por garrapatas. De ellos, 15 presentaron baja
parasitemia y/o leve fiebre y los 7 restantes permanecieron
asintomadticos. Mientras tanto, varios de los terneros controles
desarrollaron theileriosis clinica y en algunos casos murieron.
Se concluyd que la vacuna resultaba igualmente efectiva para

animales j6évenes y adultos.

Gill y col. (1981) cultivaron dos cepas virulentas de la
India hasta su atenuacién, hecho que evidenciaron por
inoculacién de estas cepas a terneros susceptibles, a los que

confirieron resistencia a "challenge" homdlogo letal.

En general se comprueba que la mortalidad y la gravedad
de los sintomas clinicos producida por los cultivos de T.
annulata va decreciendo con el mimero de pases, hasta que,
después de algunos meses o afios, la virulencia se pierde

completamente (Pipano, 1989).
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Los indices de morbilidad y mortalidad de esta enfermedad
varian mucho en funcién de la etiologia especifica de 1la
patogenicidad de la cepa de que se trate (Melhorn y Schein,
1984).

Emery y col. (1981) 1llevaron a cabo experiencias de
inmunizacién con terneros, realizando el "challenge" en un’
grupo de los animales con 5 x 10® células, y en otro grupo de
3 terneros con 107, 5 x 10° y 10° células autdlogas infectadas
respectivamente. También  1lo realizaron con esporozoitos.
Comprobaron que la inmunidad en animales vacunados frente a T.
parva no estaba correlacionada con 1la elaboracidén de
anticuerpos especificos frente a los macroesquizontes del
pardsito. Encontraron que la induccién de la proteccién se
presentaba paralela a la emergencia de 1la respuesta
citotéxica,la cual era restrictiva para las células autdlogas
parasitadas. El1 ganado inoculado con células parasitadas
inactivadas con o sin adyuvante era susceptible a los
esporozoitos infectivos de T. parva, a pesar de la presencia

de altos titulos de anticuerpos frente al paréasito.

Para Ozkoc y Pipano (1981), la inmunizacién es el método
de eleccidn para la lucha contra la theileriosis por
T. annulata. En este trabajo presentan resultados preliminares
en el desarrollo de una vacuna de esquizontes de cepas turcas.
Aislaron esquizontes de una cepa de Ankara y la mantuvieron en
cultivo para intentar atenuarla, comprobando la virulencia de
los esquizontes cada 20 a 30 pases, mediante la inoculacidén a
terneros susceptibles, hasta que no hubo produccidén de
esquizontes ni de piroplasmas. Posteriormente, procedieron a
la preparacién de un lote de vacuna criopreservada y 1la
aplicaron en el campo a 40 reses de una dranja, previa
realizacién de un examen seroldégico de la explotacién. Una

considerable porcidén de los animales vacunados mostraron un
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'_1éve aumento de la temperatura corporal durante un periodo de

tiempo. En todos los terneros se detectaron anticuerpos anti-
Theileria entre los dias 35 y 49 postvacunacién. En afios
posteriores inmunizaron con vacuna congelada a 140 vacas
frisonas importadas y a 36 terneros nacidos en Turquia.

Morrison vy col. (1981) desarrollaron experiencias
consistentes en la inoculacién de ganado con diferentes dosis
de lineas celulares autdlogas infectadas, con el fin de conocer
mejor la cinética de la infeccién asi como el nimero de células

requerido para inducir inmunidad en el caso de T. parva.

Cowan (1981) sefiala que la significancia y el papel de la
respuesta humoral en la theileriosis es desconocido, si bien
proporciona un indicador del status inmune, al tiempo que
supone una estimable ayuda en trabajos de diagndéstico y
epidemiolégicos. El hecho de que un animal presente anticuerpos
circulantes frente a piroplasmas y macroequizontes de T. parva,
no nos indica necesariamente que sea inmune. No obstante, en
los animales en los que los anticuerpos han sido inducidos,
bien mediante infeccidn por inoculacién de un "“estabilizado"
de garrapatas, o bien por inoculacién de un cultivo de
linfoblastos infectados con esquizontes de T. parva, se detecta
una correlacién entre la presencia de anticuerpos medidos por
I.F.I. y 1la resistencia de 1los animales a un nuevo

enfrentamiento con T. parva (Burridge, 1971).

En la segunda mitad de la década de los ochenta, los
trabajos de vacunacién frente a la theileriosis tropical han
tenido una especial importancia en la India, merded a la labor
realizada por el equipo del Dr. Subramanian, quienes llevaron
a cabo el cultivo in vitro de células hasta conseguir su total

atenuacidén (Subramanian y col., 1988).
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Para Hall (1988), 1la inmunizacién con vacuna de
macroesquizontes atenuados resulta en una infeccidén subclinica
que induce fuerte inmunidad frente a "challenge" tanto homdlogo
como heterdlogo.

Subramanian y col. (1989) inmunizaron 55 terneros recién
nacidos con una vacuna de linfoblastos infectados con
esquizontes atenuados por cultivo in vitro. Inocularon una
dosis inferior a la habitual y realizaron el seguimiento del
proceso, constatando que evolucionaba de forma satisfactoria,
usando la prueba de I.F.I. No obstante, los citados autores no
recomiendan la vacunacidén para neonatos, por haber encontrado
reacciones adversas atribuibles a Theileria en 3 de 1los
terneros, posiblemente debido a factores relacionados con la
compatibilidad antigénica entre las células linfoides empleadas

en la vacuna y las del animal receptor.

En la India, Singh (1990) ha desarrollado recientemente
una vacuna con esquizontes de T. annulata de una cepa de la
India atenuados por cultivo in vitro, aunque la aplicacién ha
cubierto una zona limitada debido a los problemas de almacenaje

y transporte de la vacuna en este pais.

Recientemente, Singh y col. (1993) han establecido una
linea celular de 1linfoblastos bovinos infectados con
esquizontes de T. annulata aislados en Anand (India). Han
mantenido la linea en cultivo durante 453 pases, inoculando a
terneros de experimentacidn el cultivo a los pases 12, 27, 48,
100 y 150, con objeto de conocer su grado de atenuacién y su
potencia como vacuna. Los autores han comprobado que la
virulencia se reduce con el tiempo en cultivo, y asi al
inocular a los terneros 5 x 10° células linfoides infectadas
con esquizontes de 150 pases, presentan reacciones

postinoculacién minimas mientras que resisten a un challenge
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virulento de T. annulata a los 47 dias después de 1la
vacunacién. Estos autores concluyen gque 1la 1linea celular
aislada en Anand de linfoblastos bovinos infectados, a los 150
pases e inoculados a una dosis de 5 x 10° por animal puede ser
usada para la inmunizacién contra la theileriosis tropical. El
sequimiento de los terneros ha consistido en el célculo de la
parasitemia, hematocrito, temperatura rectal y observacién del
grado de inflamacién de los ganglios linféaticos.

En Espafia, hasta el momento, no se ha llevado a cabo
ningin trabajo de obtencién de vacuna ni de experiencia de
inmunizacién de ganado vacuno, a pesar de ser un pais en el que
todos los afios hay casos clinicos de theileriosis producida por
T. annulata, y de tener en el territorio zonas endémicas para

esta enfermedad.

Quisiera destacar que hacer mencién en esta revisidén de
todos los trabajos relacionados con el tema de estudio podria
constituir una labor interminable. A lo largo del texto, sin
embargo, se iran comentando todas las contribuciones que se han
utilizado en esta investigacién y que no he considerado

imprescindible exponer agqui detalladamente.
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1. ENCUESTAS EPIDEMIOLOGICAS Y LOCALIZACION DE ZONAS
ENDEMICAS.

1.1. ENCUESTAS A LAS INSPECCIONES COMARCALES VETERINARIAS °
(ICV) DE ANDALUCIA.

Como primer paso para el estudio de la parasitosis, se
hace necesario el localizar de una forma precisa y concreta las
zonas donde se presenta la enfermedad de manera endémica. En
este sentido, se ha elegido como campo de accidén para esta
investigacién la Comunidad Auténoma Andaluza, que abarca todo
el Sur de Espafia y cuenta con zonas ganaderas de vacuno muy
importantes. Aunque existe informacidén de partida acera de las
zonas mas frecuentes de piroplasmosis en nuestra regidén (Garcia
Fernandez v Romero Rodrigquez, 1979), consideramos

imprescindible llevar a cabo una actualizacidén de los datos.

La primera accidén encaminada a hacer frente a esta
cuestidn consistidé en la realizacidn de encuestas a las ICV de
toda Andalucia. Para ello se confecciondé un cuestionario en
donde se reflejan aspectos zootécnicos, tipo de diagnéstico,
patologia, incidencia anual, etiologia (Babesia o Theileria),

dindmica estacional y localizacién geogréafica.

El cuestionario enviado constaba de las siguientes

preguntas:

En caso afirmativo: ¢(en que municipios?
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3-

4-

¢En qué laboratorio/s?

5=—-

¢En qué especie zootécnica?: bovino......¢e..... SI NO

equino....ceccecee.. SI NO
ovino-..oc(.nc'.oo-- SI NO
caprino.....«s¢..... SI NO

¢Se ha hecho un diagnéstico clinico?............ SI NO

¢Se ha confirmado por diagndstico de laboratorio? SI  NO

Subraye los sintomas que encuentra en los animales
infectados: fiebre, anemia, ictericia, hemoglobinuria,
infarto de ganglios, esplenomegalia, postracién, temblores

nerviosos,otros( )

Referente al ganado bovino, ¢puede indicar el nGmero de

animales afectados por afo?

¢En qué razas bovinas observa una predominio del

parasitismo?: Det&dllelas por orden de importancia:

Indique el nimero de animales afectados/afio en su término,
expresado por la frecuencia anual: n?2 afectados afio/ n@

animales censados:

Fr.anual Piroplasmosis=
¢Nota alguna diferencia en los sintomas presentados
conforme a la época del aNO0?...veeeecccosoncscns SI NO
En caso afirmativo podria detallar el nimero de animales

afectados por babesiosis:

theileriosis:
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9- ¢Qué dinamica estacional observa en la incidencia de casos

clinicos?: primeros casos: n= mes
mayor n2 casos: n= mes/es
Gltimos casos: n= mes

10- ¢Ha observado la correlacién entre presencia de garrapatas
Y Piroplasmosis? ... icecccnccccccccccnnccascaesSI NO
¢Ha identificado la posible especie/s de garrapata/s
VeCtora/S?: t.cececcecscsecccssscscscccsssscaceeSl NO
En caso afirmativo, ¢podria describirla?:

11- ;Qué terapefGtica utiliza?:

12- ¢Cuales son los resultados?:

13- ¢Sabe qué zona o zonas son endémicas a piroplasmosis?:

Especifique lugar y nombre de las fincas que presenten

periddicamente esta enfermedad:

14- En los animales afectados por piroplasmosis, ¢han sido
éstos criados en la zZona?....cccceeeccccassoscesSI NO

en caso negativo detalle la zona

15- ¢Estaria dispuesto a enviarnos muestras de sangre y suero

de los posibles casos positivos que detecte?....SI NO

Fdo:
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Ruego indique el firmante:
Domicilio:

‘Municipio:
cédigo Postal:
Teléfono:

Este cuestionario, tenia 1la finalidad de recoger
informacién directa de los facultativos que se encuentran con
el problema cotidianamente y que, bajo nuestro punto de vista,

'son los profesionales mds idoneas para localizarnos

geograficamente en el problema. Asi, se enviaron cuestionarios
a las 57 ICV que existen en las 8 provincias andaluzas,
recibiéndose repuesta de 27 de ellos, es decir el 47.4%.

Las 57 ICV son las siquientes:

Provincia de Almeria:
1- Los Vélez
2- Alto Almanzora
3- Medio Andarax. Rio Nacimiento
4- Campo de Tabernas
5- Costa de Levante
6~ Alto Andarax
7- Bajo Andarax. Nijar
8~ Campo de Dalias

Provincia de cadiz:
9~ Costa Noroeste
10~ Campifia de Cadiz
11- Sierra
12- De la Janda
13- Campo de Gibraltar
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Provincia de Coérdoba:
14- Pedroches
15- Montoro
16- Sierra
17- Campifia
18- De la vega
19- Penibética
20- Baena
21- Montilla

22- Lucena

Provincia de Granada:

23- Huéscar

24- Baza

25- Guadix

26- Los Montes
27- Loja

28~ De la vega
29- La costa
30- Las Alpujarras

Provincia de Huelva:
31- Sierra oriental
32- Sierra occidental
33- Andévalo
34- Costa
35- Condado litoral

Provincia de Jaén:
36- Zona occidental de Sierra Morena y campifia norte
37- Zona oriental de Sierra Morena y campifia norte
38- La Loma Condado y Sierra Magina Norte
39- Sierra Segura-condado
40- Sierra de Cazorla

41- Sierra Magina Sur
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42- Sierra Sur
43~ Campifia Sur y resto de provincia

Provincia de Malaga:
44- Antequera
45- Serrania
46- Axarquia
47- Guadalhorce
48— Costa de Estepona
49~ Malaga

Provincia de Sevilla:
50- Sierra Norte
51- La vega
52- Carmona
53- Ecija
54— Utrera
55- Sierra Sur
56- Aljarafe
57- Sevilla

La distribucidn de las ICV, pueden observarse en el mapa

n? 1, indicandose las ICV que respondieron al cuestionario.
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1.2. EXPLOTACIONES PECUARIAS

Las vaca lechera de raza frisona son el tipo de vacuno que
normalmente mis afectado por la theileriosis tropical (cita
libro medicina tropical). Se trata de un ganado selecto que,
frecuentemente, se introducen nuevos ejemplares desde zonas
libres de theileriosis a zonas enzodticas en las que se quiere
mejorar la cabafia en cuanto a su produccién lechera. Este tipo
de operaciones pueden producir graves problemas y, por
consiqguiente causar cuantiosas pérdidas econémicas en el
sector.

Con objeto de conocer el grado del contacto con el
pardsito que tiene este tipo de ganado situado en una zona
endémica, muestreamos un total de 116 vacas de diferentes
edades en granjas de la campifia de Jerez. Se tomaron tanto
muestras de garrapatas, para tener un conocimiento de 1las
especies que normalmente parasitan a las reses en la citada
zona, y de sangre para conocer el nivel de anticuerpos
especificos en suero frente a T. annulata, por el método I.F.I.

En el citado estudio seroldgico distribuimos los animales

por edades, estableciendo un total de tres grupos:
* 72 vacas de 3 a 4 afios de edad

* 34 novillas de aprox. 2 afios de edad

* 10 becerras de 9 meses a 1 afio de edad.

2. IDENTIFICACION DEL VECTOR DE LA THEILERIOSIS
MEDITERRANEA EN ANDALUCIA

Después de identificar la especie de Theileria que existe

en un area endémica, se debe proceder a la identificacidén de
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la garrapata vectora en ese mismo area (Young, 1981).

En todas las zonas en las que aparece T.annulata de una
forma endémica, siempre se han implicado como vectores a
especies del género Hyalomma, dque en Espafia no se han
encontrado. Es de destacar ademd&s, que se encuentra una
coincidencia en la distribucidén de H. lusitanicum y T.annulata
en varias zonas donde se ha detectado una gran frecuencia de
casos de la enfermedad (Garcia Fernandez y col. 1993).

2.1. IMPLICACION DE H. lusitanicum COMO VECTOR DE LA
THEILERIOSIS MEDITERRANEA EN ESPANA

Para la demostracidén de que H. lusitanicum actGa como
vector de la enfermedad en condiciones naturales en nuestra

zona realizamos la siguiente experiencia:

Adquirimos un ternero de 3 meses de edad y 146 Kg de peso
(res n? 99). Lo transportamos a la Granja Experimental Ganadera
de la Diputacién de Granada, donde quedd alojado en un
compartimento en solitario, alejado del contacto con otros
animales.

2.1.1 COMPROBACION DE LA NEGATIVIDAD DEL ANIMAL:

Comprobamos que el citado animal carecia de enfermedades
tales como tuberculosis o brucelosis, y, por supuesto,
comprobamos que era negativo a T. annulata, tanto por 1la
realizacidén de frotis sanguineos para la blGsqueda de formas
eritrociticas del parasito, como en las pruebas seroldgicas,
por el método de I.F.I., frente a antigeno de esquizontes de
T. annulata (Fujisaki y col., 1988).
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2.1.2. ESPLENECTOMIA:

Puesto que se trataba de desarrollar una parasitosis, con
objeto de facilitar la aparicién de la misma, se practicd la
esplenectomia del animal un mes antes de la infeccién
experimental, siguiendo las indicaciones de Fujisaki y col.
(1988). De esta operacidn operacién el animal se recuperd
perfectamente y sin complicaciones postoperatorias.

Breve descripcién de la operacidén, en la que se ha seguido
basicamente las indicacines del Manual de la FAO (1988) y 1la
publicacidén sobre cirujia del ganado bovino de Garcia Sanz
(1984):

Se trata de una operacidén que es més facil de realizar en
los bovinos jdévenes que en los adultos y nos sirve para
eliminar una gran parte de la capacidad inmune del animal y

favorecer asi el desarrollo de una infeccidén parasitaria mayor.

* Preoperatorio: El ternero debe estar en ayunas durante
24h. Para la preparacidén de la zona se corta el pelo raso
afeitando un zona bastante amplia y se aplica un desinfectante
(alcohol iodado) inmediatamente antes de la intervencién en la

zona donde se va a practicar la incisién.

* Anestesia: Se pueden utilizar una gran diversidad de
anestésicos, queda a eleccidén del cirujano. En nuestro caso se
administré Rompum® 2 ml y Dexabiopen® 10 ml (ténico cardiaco)

por via intramuscular.

* Operacién: Se desinfecta el material quirGrgico por
inmersidn en solucidn bactericida. Se recuesta al ternero sobre
su lado derecho. Se hace una incisién de unos 20 cm posterior

y paralela a la Gltima costilla. Se diseccionan los misculos
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Yy se procede a la localizacidén del bazo, para ligar los vasos
esplénicos. Se extrae el bazo dejando un pequefio pediculo de
tejido esplénico para asegurar que la ligadura no resbale fuera
de los vasos. La incisidén se cierra con una hilera de suturas
continuas para misculo y peritoneo, seguida por una sutura
convencional de piel.

* Postoperatorio: Inyeccidén intramuscular de penicilina
y estreptomicina que se repetird a las 24 y 48 horas con
observacién de la evolucién del animal y aplicacién de violeta

de genciana y topiciclina sobre la zona de sutura.

2.1.3. RECOGIDA EN EL CAMPO DEL PRESUNTO VECTOR Y SU
PREPARACION:

Posteriormente, procedimos a realizar 1la infeccidn
experimental. Para ello seleccionamos 80 adultos de H.
lusitanicum (72 machos y 8 hembras) parcialmente alimentados
sobre una res de raza retinta (res ne 27E) que presentaba una
parasitacién por T. annulata de menos del 0,01% en sangre pero
que se encontraba en una zona endémica (FAO, 1988),
concretamente en la finca Cabeza de oveja del término municipal
de San José del Valle (Cadiz) para esta enfermedad.

Después de ser recogidas, las garrapatas fueron lavadas
con una solucién antifGngica de nistatina al de 10.000 U/ml y
colocadas en tubos de plastico con tapdn de algoddn y gasa a
una temperatura de 28 2C y atmésfera saturada de humedad y en
oscuridad sigquiendo los trabajos de Hueli (1979; 1984) Yy
Fujisaki y col. (1988). Se mantuvieron en estas condiciones

durante 24 horas hasta, que se emplearon para la alimentacién.
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2.1.4. ALIMENTACION DE LAS GARRAPATAS SOBRE EL ANIMAL
SUSCEPTIBLE:

Para esta operacién se inmovilizdé momenté&neamente al
ternero, sujeté&ndolo por las fosas nasales con la ayuda de un
"narigén". A continuacién se sujetaron en las orejas del animal
dos bolsas de lino en forma de tubo, pegando un extremo con
esparadrapo impregnado con 6xido de cinc sobre la piel del
animal para, una vez comprobado que la sujecidén era firme, se
introducir por el otro extremo de 1la bolsa 1los tubos
conteniendo cada uno 40 ejemplares de H. lusitanicum de los que
se habian mantenido en el laboratorio. De esta forma se induce
a los ejemplares del ix6dido a que completan su alimentacién
de una forma controlada (Kamio y col. 19.)

Fue necesario llevar a cabo la inmovilizacién parcial de
las patas traseras del animal durante el proceso completo de

alimentacidén, para evitar que se retirase las bolsas.

2.1.5. SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE INFECCION:

El conociminento de la forma en gque el proceso de
infeccién podria evolucionar, si es que éste se producia,
constituia uno de los objetivos de nuestro estudio. Para hacer
un seguimiento de la evolucidn se tomaron como referencia el
control de sintomas clinicos descritos en numerosos trabajos,
entre los que destacan las contribuciones de Ouhelli (1985) y
Navarrete y col. (1992). Basicamente, el seguimiento fue el
siguiente:

* Temperatura rectal.

* Estado de los ganglios linfaticos preescapulares y

precrurales y en general el grado de adenopatia.
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* Puncién de ganglios linfaticos cuando estos se observan
hipertrofiados para la confeccidén de extensiones en portas,
para posterior tincién con solucién de Giemsa al 10%. Se
observan con el microscopio 6ptico a 1000 aumentos para la
blisqueda de macroesquizontes.

* Extraccién de 'sangre en tubos estériles con
anticoagulante (EDTA-K;), para 1la confeccién de frotis
sanguineos, que por tincién de Giemsa al 10%, nos permite la
bGsqueda de piroplasmas y el cdlculo del indice de parasitacién
por cada 1000 eritrocitos. Con otra alicuota de sangre extraida
medimos el hematocrito, para lo cual, se introduce en un
capilar tapando posteriormente por un extremo con plastilina
y se centrifuga a 7.500 r.p.m. durante 10 minutos, calculandose
el porcentaje que ocupa el paquete celular con respecto al
total del tubo.

* Extraccién de sangre en tubos siliconados estériles sin
aditivos para la obtencién de suero. Se reparten distintas
alicuotas en tubos eppendorf y se mantienen a -20 2C para la
posterior determinacién del titulo de anticuerpos frente a T.
annulata por el método de I.F.I.

* Observacién del sindrome hemorragico que acompafa a la
enfermedad en el 30% de los casos Yy que consiste en 1la
aparicién de petequias en la mucosa ocular, bucal y vaginal
en las zonas de piel més fina, aunque en nuestro caso los

animales de experimentacidén han sido machos.
* Observacién del estado general del animal por la posible
aparicién de pérdida del apetito, decaimiento, lagrimeo, fluido

nasal abundante.

* Observacién de sintomas de caracter nervioso, tales como
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convulsiones y paralisis, que aparecen en situaciones de
extrema gravedad, como paso previo a la muerte.

3. AISLAMIENTO DE T. annulata in vivo.

3.1. INFECCION EXPERIMENTAL POR INOCULACION DE SANGRE DE
ANIMALES INFECTADOS.

3.1.1. MATERIAL INFECTIVO

Se requiere un animal donador que presente un cuadro agudo
de la enfermedad. Este se puede conseguir, bien de forma
experimental, o bien mediante la localizacidén de un caso
clinico, contando con la ayuda de ganaderos y veterinarios de

zonas endénicas a la theileriosis.

La sangre de los animales infectados es invariablemente
infectiva para el ganado receptor, pudiendo transmitirse la
infeccién, incluso por cantidades pequefias de sangre
(inferiores a 1 ml). Se extrae la sangre de la vena yugular del
animal donador en tubos estériles con anticoagulante (EDTA-Kkj)
Yy se transporta al laboratorio, en condiciones de
refrigeracién, conservandose su capacidad infectiva a 4 ¢C
entre 9 y 11 dias, siendo Optima los primeros 5 dias
(FAO,1988) .

3.1.2. ANIMALES SUSCEPTIBLES

La experiencia de infeccidén experimental por inoculacién

de sangre la realizamos en 2 fases:

En la primera inoculamos 10 ml de sangre procedente de un
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animal que se encontraba en un acceso agudo de theileriosis y
que presentaba un I.P. del 13 %.. Fue extraida y transportada
como se indica en el apartado anterior, e inoculada 24 horas
mds tarde. El animal receptor (res n? 97) era un ternero de 3
meses de edad de 145 Kg de peso y dque fue seleccionado
siguiendo los mismos criterios que en el caso de la res n2 99
del apartado 2.

En el ternero n® 97, al igual que en el caso anterior, se
realizdé la esplenectomia un mes antes de inocularle la sangre
infectiva.

La evolucidén del proceso fue controlada siguiendo el

criterio mencionado en el apartado 2.1.5.

En la segunda experiencia infectamos 2 terneros
previamente seleccionados ( reses n? 104 y 111), dque a
diferencia de los anteriores no sufrieron la esplenectomia. Se
les inoculd 50 ml de sangre de dos aislados diferentes de T.
annulata extraidos de sendos animales de experimentacién (res
n? 99 y res n® 97). La sangre infectiva se extrajo de la
yugular de los animales donadores y fué inoculada
inmediatamente a los animales receptores por via intravenosa
en la yugular. Posteriormente se procedidé a un seguimiento de
los animales infectados igual que en el apartado 2.1.5.

Cuando se consigue que se desarrolle la enfermedad de
forma que aparezcan formas del pardsito en sangre, esta sangre
puede servir para provocar futuras infecciones en animales
susceptibles. Para disponer de este material infectivo se
necesita criopreservarlo, y para ello se sigue la siguiente
metodologia (FAO, 1988):

- Marcar los criotubos con clave de la cepa de Theileria

y fecha de congelaciodn.

59



Material y métodos

- Introducir la barra imantada en el matraz erlenmeyer.

- Afiadir 160 ml de sangre al matraz erlenmeyer y dejar el
matraz dentro del vaso de un litro con hielo picado.

- Poner el vaso sobre el agitador magnético y enfriar 1la
sangre por agitacién durante 10 minutos.

- Afiadir lentamente 40 ml de glicerina tamponada a 1la

sangre en agitacién. Poner la alarma del reloj a 30 minutos.

-~ Continuar 1la mezcla de agitaciéon de 1la mezcla

sangre/glicerina durante 5 minutos.

- Repartir en 1los crioenvases, cerrarlos y colocarlos a

4 9C hasta que suene la alarma del reloj.

- Para conservarlos a -70 2C, envolver los crioenvases con
algoddén graso e introducirlos en el congelador a -70 2°C durante

3 horas, pasado este tiempo se puede eliminar el algoddn.

- Para su conservacidédn en nitrégeno liquido pasarlos en
cafias rapidamente mantenidas en los vapores de nitrdégeno
durante 2 horas y después transferir lentamente a nitrdégeno

liquido.
La sangre infectada con T. annulata conservada a -70 2C

0 menos, permanece infectante para el ganado vacuno, al menos

durante 5 afos.
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3.2. INFECCION EXPERIMENTAL POR PICADURA DE GARRAPATAS
INFECTADAS.

Las garrapatas adultas parcialmente repletas, recogidas
del ganado vacuno en areas enzodticas, transmiten
frecuentemente la theileriosis cuando se deja completar su
alimentacidén con sangre sobre ganado bovino susceptible (FAO,
1988). El método de infeccidén experimental ha sido explicado
en el apartado 2 (implicacidén de H. lusitanicum como vector de

la theileriosis mediterranea en Espafa).

4. AISLAMIENTO DE THEILERIA ANNULATA in vitro

El aislamiento de T. annulata se puede hacer por infeccidn
in vitro de linfoblastos bovinos con esporozoitos procedentes
de garrapatas infectadas (Brown, 1987), o también, por
aislamiento de linfoblastos infectados con esquizontes de T.

annulata a partir de animales enfermos de theileriosis.

Cuando se usa como fuente de los pardsitos un animal
enfermo, el aislamiento puede realizarse bien a partir de
sangre parasitada, o bien a partir de érganos del animal, tales
como el bazo, el higado o ganglios linfaticos (Pipano y col.,
1989).

4.1. A PARTIR DE SANGRE

Para el aislamiento de T. annulata a partir de sangre
infectada nos basamos en los trabajos realizados por Pipano y
col. (1989).

Localizamos la vena yugular de la res y desinfectamos, con

alcohol de 702, la zona a punzar para extraer la sangre. El
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procedimiento consiste en clavar un sistema de doble aguia Yy
dejar que fluya la sangre hacia el exterior arrastrando la
posible contaminacién introducida en la aguja en el momento de
la puncién.

Seguidamente, se aplica un tubo tipo "vacutainer" con
anticoagulante (EDTA K;) y a vacio. De esta forma se llenan
varios tubos, que son introducidos en un contenedor aislado y
refrigerado y se transportan al laboratorio tan rapido como sea

posible.

Una vez en el laboratorio se prepara un frotis de sangre
utilizando uno de los tubos que no serd empleado para el
aislamiento. Con el frotis y una tincién r&pida por el método
DIF QUIK® constatamos que se trataba de una infeccién aguda por
T. annulata, puesto que encontramos un alto porcentaje de

eritrocitos parasitados.

El método de DIF QUIKR consiste en la inmersién del porta
primero en 1la solucién fijadora durante 5 segundos, a
continuacidén en la solucidén 1 durante otros 5 segundos y por
Gltimo en la solucidén 2 durante 5 segundos. Se lavar con agua
abundante y se deja secar a temperatura ambiente. La
observacién se realiza con el objetivo de inmersién a 1000

aumentos.

4.1.1. METODO DE AISLAMIENTO

- Se diluye 1la sangre con solucién de PBS en la

proporcién 1:1.

- Se introduce en un tubo de centrifuga de fondo cdnico,

una cantidad de solucién de Ficoll-paque® (Pharmacia)
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suficiente para que quede en proporcién 1:1 con la mezcla

anterior.

- Sobre la capa de Ficoll-Paque afiadimos suavemente, gota
a gota y dejando resbalar por la pared del tubo, la mezcla

sangre : solucién tampén.

- Centrifugamos el conjunto a 500 g durante 20 minutos

obteniéndose distintas capas bien diferenciadas:
Una capa superior con plasma sanguineo.

Una capa fina con los monocitos y linfocitos.
Una fase con los restantes leucocitos y los eritrocitos.
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Muestra de sangre
diluida

Ficoll-Paque

Plasma

Linfocitos y Monocitos

Ficoll-Paque

Granulocitos
Eritrocitos

Capa de encima retirada

Linfocitos y Monocitos

Esquema para la obtencidén de las células linfoides

segin el método de Boyum (1968).
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- Empleando una pipeta Pasteur recogemos cuidadosamente
la capa de monocitos y linfocitos y la transferimos a un nuevo

_ tubo de centrifuga de fondo cénico.

- Afiadimos 10 ml de una solucidén de EDTA-Na, al 0,025%
(p/v) en PBS, para realizar un lavado por centrifugacidén a 300
g durante 10 minutos.

- Desechamos el sobrenadante y, seguidamente afiadimos
medio de cultivo RPMI 1640, para realizar otro lavado en las

mismas condiciones de centrifugacidén que el anterior.

- Resuspendemos el botdén en medio de cultivo fresco y la
suspensidn es transferida a un frasco de cultivo tipo Roux de
25 cm’ y lo llevamos a incubar a 37 2C en atmdésfera de aire
con 5% de CO,.

- Transcurridas 24 horas, los linfoblastos infectados con
esquizontes se han adherido a la superficie del frasco de
cultivo. Eliminamos el sobrenadante y afiadimos medio de cultivo
fresco.

Por observacién al microscopio invertido durante 1los
siguientes dias, si en la sangre del animal enfermo hay
linfoblastos bovinos infectados con esquizontes, deberéan
aparecer pequefias colonias de células en zonas puntuales de la

superficie de crecimiento del frasco de cultivo.

Durante los primeros dias no es necesario cambiar el medio
de cultivo, puesto que el nimero de células es muy pequefio y
por lo tanto el consumo de nutrientes es bajo, con lo cual es
preferible, para el establecimiento del cultivo, ir permitiendo

que se alcance una densidad celular cada vez mayor.
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Cuando se obtiene una monocapa semiconfluente, se puede
considerar el cultivo establecido, y es conveniente subcultivar
a nuevos frascos de cultivo, para obtener masa, de forma que
podamos destinar algunos frascos para criopreservar y asegurar
asi la conservacién de la cepa en caso de una posible
contaminacién.

4.2. A PARTIR DE GANGLIO LINFATICO

Para el aislamiento de T. annulata a partir de ganglios
linfaticos nos basamos en los trabajos de Van Den Ende y
Edlinger (1971).

En nuestro caso hemos partido preferentemente de ganglio
precrural. Para ello se comprobd, por palpacién y exploracién
de la regién, que los ganglios se encontraban inflamados.
Seguidamente, procedimos a afeitar la zona de puncién y a
desinfectarla mediante aplicacidn de una torunda de algoddn con

tintura de yodo y con alcohol de 702.

Con jeringa y aguja estériles tomamos 1 ml de solucién
salina isoténica estéril. Sustituimos la aguja usada por una
nueva de 18 gauges, procediendo a inocular la solucidén salina
en el interior del ganglio, mientras é&ste es sujetado
firmemente con los dedos indice y pulgar de la otra mano. De
inmediato succionamos con la jeringa. De esta forma conseguimos
recoger parte de la solucién inoculada y parte del contenido

del ganglio linfatico.

La aguja se encapucha de nuevo Yy el conjunto se

transportado al laboratorio en condiciones de mdxima asepsia.
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Una vez en el laboratorio, se trabaja en condiciones de
esterilidad. La aguja usada para la puncién es nuevamente
retirada y sustituida por wuna nueva estéril. Pasamos el
contenido de la jeringa a un tubo de centrifuga estéril y se
afiade a éste 5 ml de medio de cultivo RPMI 1640 adicionado de
suero bovino fetal inactivado (SBFI) en un 16,66% v/v.

Para prevenir la proliferacién de algin microorganismo
contaminante debido al proceso de manipulacién en la extraccidn
y transporte, se afiade un antibidtico de amplio espectro, como
la gentamicina, a una dosis de 50 pg/ml, asi como anfotericina
B 100 wpg/ml.

Centrifugamos a 400 x g durante 10 minutos y desechamos
el sobrenadante. Afadimos 5 ml del medio de cultivo vy
resuspendemos el pequefio botdén celular. Transferimos 1la

suspensidén a un frasco de cultivo tipo Roux de 25 cm?.

Transcurridas 24 horas, se observa el frasco de cultivo
mediante la wutilizacidén del microscopio invertido a 400
aumentos para determinar la presencia de células, si bien en
este momento es dificil saber si se trata de linfoblastos
infectados o de linfocitos. Para empezar a descartar otras
células contaminantes del aislamiento, se retira el
sobrenadante y se afiade medio de cultivo fresco (Pipano y col.,
1989).

Transcurridos 2 dias, retiramos el sobrenadante,
enjuagamos con PBS y afadimos medio de cultivo RPMI 1640
adicionado de penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 100 ug/ml
y anfotericina B 100 pug/ml, para evitar asi posibles
contaminaciones bacterianas y micéticas por manipulacién en el

proceso de cultivo.
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En este momento del aislamiento, para estimular 1la
divisién celular, se adiciona al medio un mitégeno,
concanavalina A a una concentracién de 2,5 ug/ml (Shiels y
col., 1986; Baldwin y col., 1987), ya que a pesar de estar
infectadas las células con el parasito, la concentracidén
celular es tan baja que se corre el riesgo de que el cultivo
fracase, con la consiguiente pérdida del aislamiento. Por esta
razén puede ser conveniente estimularlo artificialmente.

Transcurridos aproximadamente 7 dias, y una vez que
observamos la aparicién de una colonia de linfoblastos fijada
a la superficie del frasco de cultivo en la que dia a dia
constatamos el aumento el nGmero de células, retiramos el
sobrenadante y afiadimos nuevo medio de cultivo, ahora sin
mitégeno.

En los dias siguientes, la colonia celular va aumentando,
de forma que las células empiezan a amontonarse. En este
momento, con una simple agitacién vigorosa del frasco de
cultivo, lograremos desprender numerosas células de la colonia
que no sdélo dejaran huecos suficientes para que ésta siga
creciendo adecuadamente, sino que al mismo tiempo se
establezcan en otras zonas de la superficie del frasco, dando
lugar a nuevas colonias.

Procediendo de esta forma llega un momento en que las
colonias empiezan a confluir, formando una monocapa que ocupa
practicamente toda 1la superficie del frasco de cultivo.
Posteriormente se debe subcultivar a nuevos frascos de cultivo

la linea celular, que ya se puede considerar establecida.
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4.3. MANTENIMIENTO EN CULTIVO DE LINFOBLASTOS BOVINOS
INFECTADOS CON ESQUIZONTES DE T. annulata.

4.3.1. METODO DE CULTIVO

Los requerimientos de los cultivos de este tipo son
fundamentalmente el de un medio de cultivo adecuado para el
crecimiento de células animales en monocapa. En nuestro caso
se ha empleado RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal
en un 16,66% (v/v). Ademds, se adiciona HEPES para una
concentracidén final de 25 mM, bicarbonato sédico en una
proporcién de 2000 mg/litro y L-glutamina. Aunque estos dos
Gltimos componentes son propios del medio de cultivo empleado,
se suelen adicionar una vez preparado por problemas de
estabilidad. También se adiciona al medio una solucidén de
antibiéticos constituida normalmente por
penicilina/estreptomicina en la proporcién de 100 UI/ml y 100
ug/ml, respectivamente. También se puede afiadir una solucidn
de anfotericina B 100 ug/ml para prevenir la aparicidén de

hongos.

El suero bovino fetal que se afiade se inactiva al bafio de

maria a 56 29C durante 30 minutos.

El medio de cultivo se ajusta a pH 7,4, utilizando
soluciones de ClH 1 N y NaOH 1 N.

Seguidamente se procede a la esterilizacidén del medio por
filtracidén a través de una membrana de 0,22 um de tamafio de

poro con ayuda de una bomba de vacio.

Una vez preparado el medio se conserva a una temperatura

de 4 2C en un refrigerador convencional.
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Los frascos de cultivo habitualmente empleados son frascos

tipo Roux con una superficie de cultivo de 25 cm’o de 75 cn’.

Las células se cultivan en un incubador de CO, de doble
camisa, a 37 2C, en una atmésfera cuya composicidén es de 95%
de aire y 5% de CO,.

Una vez que se consigue una monocapa de células
confluente, debemos proceder a subcultivar. Para realizar el
subcultivo seguimos la metodologia de Pipano (1984) y Brown
(1987) .

- Se elimina el sobrenadante del medio de cultivo y se
afiade PBS para lavar la monocapa por enjuague suave y posterior
retirada del liquido.

- Se afiade una solucidén de citrato sédico en cantidad
suficiente para cubrir la monocapa, dejéndola actuar durante

5 minutos a temperatura ambiente.

- Se recoge la solucién y se hace un recuento utilizando
la cidmara de Neubauer, para ajustar la concentracidén a 5 x 10°

células/ml mediante la adicién de medio de cultivo fresco.
- Se reparte alicuotas de 5 ml en frascos de cultivo.

En el momento del subcultivo es conveniente hacer de forma
peridédica un control del estado de las células. Para esto se
toma una muestra se coloca sobre un porta para hacer una
tincién de Giemsa una vez que se haya secado. Otra gota se
introduce en un tubo eppendorf. Mediante la tincidén, se
comprueban las caracteristicas morfoldgicas de las células
hospedadoras y del parédsito. En el tubo se anhade una cantidad

equivalente de azul tripan y se mezcla bien por pipeteo. Con
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la suspensidn conseguida, se toma una gota, la colocamos en la
cédmara hemocitométrica y al microscopio se hace un contaje para
determinar el porcentaje de células vivas, que serén aquéllas
que no se tifian de azul.

En este tipo de cultivos el medio debe ser renovado tres
veces en semana.

4.3.2. CRIOPRESERVACION DE ESQUIZONTES DE T. annulata

La criopreservacidén de esquizontes de T. annulata tiene

un gran interés por varias razones:

- Cuando se consigue establecer una 1linea celular
infectada por T. annulata, siempre se corre el riesgo de
perderla por contaminacién u otros factores improvistos y, por
lo tanto, es conveniente tener cuanto antes una reserva de la
cepa aislada, conservada en nitrégeno 1liquido para estar
seguros de no perderla.

- Los linfoblastos bovinos parasitados por T. annulata
también son empleados para preparar antigeno (FAO, 1988), que
posteriormente se usa en el diagndéstico inmunolégico de 1la
enfermedad. Por lo tanto es necesario disponer de una reserva
de células que nos permitan ir preparando lotes de antigeno a

medida que lo vamos necesitando en el trabajo del laboratorio.

- El1 tener una cepa de T. annulata en cultivo nos da la
posibilidad de obtener una vacuna frente a la enfermedad por
el método de mantenimiento prolongado de los esquizontes en
cultivo y su consiguiente atenuacién de 1la virulencia. Para
consequir esto, es necesario mantener un cultivo sometiéndolo

a pases sucesivos, de 30 a 300 dependiendo de la cepa no
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estando relacionado con la virulencia inicial de la misma
(Pipano, 1981).

‘Este proceso no estid libre del riesgo de contaminacién y
pérdida del cultivo en cualquier momento y con ello perder el
grado de atenuacién de la virulencia conseguido hasta ese
momento. Para evitar tener que empezar todo el proceso desde
el principio, es conveniente ir criopreservando cultivos a lo
largo de todo el proceso de atenuacién cada 10 pases (Pipano,
1989), con lo cual, ante cualquier eventualidad, partiriamos
de un cultivo con esquizontes de virulencia ya parcialmente

atenuada, con el ahorro de tiempo que ello supone.

El método empleado para la criopreservacién es el

siguiente:

- Se seleccionan cultivos que se encuentren en monocapa

creciendo en fase logaritmica.

- Se descarta el sobrenadante de medio de cultivo, en el
que hay células que ya han empezado a degenerar, seleccionando
asi aquéllas que se encuentran fijadas a la superficie de
crecimiento del frasco.

- Se afiade solucidédn de PBS, previamente atemperada a 37
9C en bafio de maria, en cantidad suficiente para cubrir
sobradamente la monocapa celular. Con un enjuague suave y se
elimina la solucién afadida. Con esto se retiran restos
celulares que hayan podido quedar adheridos, asi como productos
del metabolismo celular secretados al medio de cultivo durante

el desarrollo de las células.

- Seguidamente se afiade suficiente solucidén de citrato

sédico para que cubra ligeramente toda la monocapa celular,
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dejandose actuar de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

- Transcurrido este tiempo se somete a wuna 1ligera

agitacidén, comprobédndose que la practica totalidad de 1las

células de la monocapa se han desprendido, porque la solucidn
afiadida totalmente transparente, se torna muy turbia. Ademas
se puede constatar este hecho por observacién al microscopio
invertido, donde se vé que todas las células se encuentran en

suspension.

- Se recoge la citada suspensién con ayuda de una pipeta
Pasteur y se transfiere a un tubo universal de fondo cdnico

estéril.
- Se centrifuga a 400 g durante 10 minutos.

- Se desecha el sobrenadante y se resuspende el botdn
celular en medio de cultivo completo adicionado de un
crioprotector como el dimetil sulféxido (DMSO) al 8% a 4 9C.

- Se toma una muestra y se hace un recuento en una camara
de Neubauer. Se ajusta la concentracién a 5 x 10° células/ml y
se reparte la suspensién en alicuotas de 1 ml, en tubos

estériles para criopreservacidén de 2 ml de capacidad.

- Se coloca los tubos en un refrigerador convencional a

la temperatura de 4 2C durante 20 a 30 minutos.
- Después se pasa la caja con los criotubos al interior
de otra caja de polispan y se guardan en un armario congelador

a =-702C durante toda la noche.

- Al dia siguiente se toman los criotubos y se 1llevan

rapidamente a la camara fria donde se encuentra el contenedor
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de nitrégeno liquido.

- Se colocan los criotubos en cédnulas de aluminio y éstas
son introducidas en el contenedor de nitrégeno liquido.

Es muy importante anotar en los criotubos un nimero de
referencia que nos sirva para identificar el contenido en
cantidad de células, la cepa de T. annulata y la fecha en que

se ha realizado la criopreservacién.

En estas condiciones el cultivo puede almacenarse sin

sufrir deterioro.
Recuperacién de cultivos de T. annulata criopreservados:
- Se prepara un bafio con agua a 37 <€C.

- Se saca el cestillo donde estd el criotubo
correspondiente a la cepa y pase deseado y con la ayuda de
pinzas y guantes se toma la cédnula de aluminio y se extrae el

criotubo.

- El criotubo es introducido en el bafio de forma que sdlo
esté en contacto con el agua la base del mismo, y no la parte

del tapén y la rosca para evitar riesgos de contaminacidn.

- Una vez que se ha descongelado el contenido, se seca el

criotubo y se lleva a la cabina de flujo laminar para abrirlo.

- Se recoge el contenido con una pipeta Pasteur y se

transfiere a un tubo estéril de centrifuga.

- Se toma otro volumen equivalente de medio de cultivo

fresco y se introduce en el criotubo que tras varios pipeteos
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es extraido de nuevo para recuperar la préactica totalidad de
las células contenidas en el mismo. Este segundo volumen de
medio es introducido en el tubo de centrifuga y se centrifuga
todo a 400 g durante 10 minutos.

~ Se retira el sobrenadante y el botdn celular es
resuspendido en medio fresco para volver a centrifugar bajo las

condiciones anteriores.

Toda esta fase se debe realizar con la maxima celeridad
ya que el DMSO es téxico para las células a la temperatura de
trabajo, lo que podria conducirnos al fracaso en el proceso de

recuperacidén del cultivo.

- Una vez concluida la segunda centrifugacién, se elimina
el sobrenadante y se resuspende el botdédn celular en 5 ml de

medio de cultivo fresco.

- Se toma una muestra con pipeta Pasteur y se mezcla, en
un tubo eppendorf, con una cantidad equivalente de solucién de
azul tripan. se toma una gota de la mezcla y se lleva a una
camara de recuento celular para evaluar el porcentaje de
células vivas en el cultivo recién iniciado. Deberemos tener
un porcentaje aproximado al menos del 85% para dar por bueno

el proceso.

- Las células, resuspendidas en medio de cultivo son
transferidas a un frasco de cultivo tipo Roux de 25 cm?,
colocdndose en posicién horizontal en un incubador de CO, y a

temperatura de 37 9C.
- Transcurridas 24 horas se comprueba gque hay células

adheridas a la superficie del frasco de cultivo mediante la

observacién de éste en el microscopio invertido.
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- Se elimina el sobrenadante y se afiade medio de cultivo
fresco. A partir de este momento se seguira el procedimiento
de cultivo normal y en pocos dias se obtendrd una monocapa
celular que deberd ser subcultivada a nuevos frascos.

5. IDENTIFICACION DEL PARASITO AISLADO

Una vez que se ha conseguido realizar el aislamiento debe
confirmarse que el cultivo es realmente de T. annulata, puesto
que hay otros agentes infecciosos que pueden parasitar
linfoblastos que permiten mantener wuna 1linea celular
linfoblastoide.

5.1. MICROSCOPIA OPTICA

Para la identificacién de T. annulata el método més
empleado y mas simple es la tincidén de los linfoblastos bovinos
con colorante de Giemsa al 10%. La metodologia empleada

consiste:

- Comprobar con el microscopio invertido que hay células

redondas y brillantes flotando libremente.

- Recoger 4-5 ml de sobrenadante del medio de cultivo
usando una pipeta Pasteur e introducir en un tubo de fondo
cdnico.

- Dejar sedimentar durante 24h.

- Elimina el sobrenadante por simple volcado suave del
tubo.
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- Afadir al tubo un volumen de 6-7 ml de solucidn tampén
(PBS pH 7,2) y resuspender las células con un agitador de
tubos.

- Verter la suspensidén sobre un porta situado en las

barras paralelas de la cubeta de tincién.

- Transcurridos 20 minutos, retirar el liquido gque hay
sobre el porta por suave volcado y dejar secar a temperatura
ambiente el porta impregnado de células.

- Fijar con metanol durante 3 minutos cubriendo totalmente

la preparacién.
- Tefiir con solucidén de Giemsa al 10% durante 20 minutos.
- Lavar con agua del grifo y dejar secar al aire.

- Observar con objetivo de inmersién los esquizontes
tefiidos de color azul violdceo, destacando sobre todo 1los
nicleos en el interior del citoplasma de 1la célula
linfoblastoide claramente diferenciados del nidcleo del
linfoblasto.

5.2. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Segin Chema y Brocklesby (1981), el método de I.F.I. es
el adecuado para la confirmacién de las especie de Theileria
que hay en una zona endémica a la theileriosis, incluso

habiendo varias especies coexistiendo.

Para comprobar que efectivamente los esquizontes

observados por tincidén de Giemsa y microscopia optica son de
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T. annulata, se realiza el enfrentamiento de las células que
se mantienen en cultivo con un suero control positivo con
anticuerpos frente a T. annulata, a la vez que paralelamente
se sigue el mismo proceso con un cultivo celular de
linfoblastos bovinos infectados con esquizontes de T. annulata,
amablemente cedidos por el Dr. E. Pipano del Kimron Veterinary

Institute de Israel.

Se selecciona un cultivo en ambos casos como en el

apartado 5.2. y se procesa de la siguiente forma:
- Se elimina el sobrenadante.
- Se afiade PBS a pH 7,2 para enjuagar.

- Se aflade solucién de citrato durante 5 minutos a

temperatura ambiente.
- Se agita suavemente y se recoge la suspensidén celular.
- Se centrifuga a 400 g durante 10 minutos.

- Se resuspende el botén celular en PBS y se ajusta la

concentracién celular a 5 x 10° células en 1 ml.
- Se ponen unas gotas de la suspensidn sobre cada pocillo
de un porta con pocillos y se dejan secar a temperatura

ambiente.

- Se fija por inmersién del porta en acetona durante 10

minutos.

- Se procesa la muestra como en el apartado 6 empleando

un suero control positivo para observar la fluorescencia
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especifica de los esquizontes dentro de la célula.

Paralelamente se somete a las mismas pruebas a la cepa

procedente de Israel, ya identificada como T. annulata.

6. PRUEBA DE DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO POR
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.I.)

La prueba se puede preparar siguiendo varios protocolos,
Y en nuestro caso hemos seguido basicamente con algunas

modificaciones propias, el descrito en el manual de la FAO.

6.1. PREPARACION DEL ANTIGENO

Para la obtencidén del antigeno se mantiene un cultivo
celular de linfoblastos bovinos infectados con esquizontes de

T. annulata cepa "Algar".

- Partiendo de un frasco de cultivo, se elimina el
sobrenadante y se lava la monocapa celular con 5 a 10 ml de
PBS.

- Se retira el PBS y se afiade 1 ml de Versene® (solucidn
de EDTA al 0,025% en PBS pH 7,2) a los frascos de cultivo
celular de 25 cm’ y se deja en reposo durante 15 minutos a

temperatura ambiente.
- Posteriormente se dispersan las células por agitacién
y se lavan dos veces con 10 ml de PBS por centrifugacidén a 400

g durante 10 minutos.

- El1 botén celular se resuspende en 10 ml de formol al
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0.5% y se deja a temperatura ambiente durante 30 minutos.

- Se centrifuga la suspensién a 400 g durante 10 min. y
se desecha el sobrenadante. El sedimento se lava dos veces con
PBS centrifugando a 400 g durante 10 min. y a continuacién se
resuspende en PBS.

- Se hace un recuento celular en una camara Neubauer. La
suspensién celular se ajusta a una concentracién de 5 x 10°

células/ml mediante adicién de PBS.

- Con esta suspensidén celular se preparan los portas de
inmunofluorescencia (porta-antigeno) afiadiendo a cada pocillo

del porta 0,01 ml de la suspensidn.

- Se dejan secar a temperatura ambiente, se fijan con

acetona pura por inmersién del porta durante 10 minutos.

- Envueltos en papel de aluminio, se introducen en frascos
con un adsorbente de la humedad (silicagel) y se conservan a

-20°C hasta su utilizacién.

6.2. PREPARACION DE SUERO CONTROL POSITIVO

Para la obtencién de suero control positivo frente a T.
annulata se necesita un animal recobrado de una infeccién pura.
Para ello, se mantienen animales infectados por pases sucesivos
mediante inoculacién de sangre parasitada, inyeccién de un
homogeneizado de glandulas salivales de H. lusitanicum
infectadas, o bien mediante inoculacidén de cultivos celulares
infectados con esquizontes de T. annulata. Para la obtencién
de tales cultivos, se inocula un becerro de 6 meses de edad via

intramuscular, con linfoblastos infectados con esquizontes, de
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virulencia parcialmente atenuada, de la linea celular gque
empleamos como antigeno. Estos dan lugar a un pequeio acceso
de la enfermedad en el animal, con la consiguiente inflamacidn
de los ganglios linféaticos superficiales préximos a la zona de
inoculacidén. Siguiendo 1la metodologia de Van den Ende Yy
Edlinger (1971), por puncién ganglionar podemos aislar y llegar
a establecer una nueva 1linea celular en la que tendremos
esquizontes de la misma cepa que empleamos como antigeno.
Inoculando esta nueva linea celular a un nuevo ternero, en un
periodo aproximado de 40 dias podemos obtener suero control
positivo frente a la cepa que empleamos como antigeno. Con este
procedimiento se aminora la fluorescencia inespecifica propia
de la célula hospedadora (linfoblasto) y se gana en
especificidad frente a los antigenos propios del esquizonte.

6.3. PREPARACION DE SUERO CONTROL NEGATIVO

Para el suero control negativo, se utiliza suero bovino
de terneros mantenidos en ambientes exentos de garrapatas que
resulten negativos en los andlisis seroldégicos especificos
frente a T. annulata, y que procedan de madres carentes de
anticuerpos contra el parasito. Preferentemente deben de ser

de zona no endémica a la theileriosis bovina.

6.4. EJECUCION DE LA PRUEBA DE DIAGNOSTICO

- Sacar los porta-antigeno del congelador y dejar

atemperar.
- Hacer dobles diluciones de los sueros problemas con PBS

pPH 7,2 partiendo de la dilucién 20, asi como de los sueros

control positivo y negativo.
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- Colocar las diluciones de los sueros problemas de manera
progresiva y creciente en los pocillos del porta, reservando
la primera fila de pocillos para los sueros control.

- Incubar el porta en camara himeda a 37°C durante 30
minutos.

- Realizar tres lavados con PBS pH 7.2 de 5 minutos cada

uno con agitacidén a temperatura ambiente.

- Dejar secar 1los portas al aire con ayuda de un
ventilador.

- Colocar en cada pocillo una gota de conjugado
fluorescente (inmunoglobulina antibovina marcada con
isotiocianato de fluoresceina), previamente diluido 1/100 en
PBS pH 7,2. Opcionalmente afiadir al conjugado fluorescente
diluido Azul de Evans al 0,01% como tincién de contraste.

- Colocar el porta en incubacién en camara hGmeda y

obscuridad a 37°C durante 30 minutos.

- Realizar tres lavados con PBS pH 7.2 de 5 minutos cada

uno con agitacién a temperatura ambiente.

- Secar el portaobjetoé al aire con ayuda de un

ventilador.

- Montar el porta con glicerina tamponada (glicerina: PBS,

9:1 pH 7,2) y colocar un cubre objetos.

- Observar con microscopio de fluorescencia a 400 aumentos

en cuarto obscuro.
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- La prueba debe leerse en el momento o antes de 24 horas -
si se conservan las preparaciones a 4 2C y en obscuridad.

- Los sueros de los animales infectados por T. annulata
asi como los sueros controles positivos dan lugar a una
reaccidédn que emite fluorescencia amarilla al ser estimulados
con luz ultravioleta.

- Por el contrario, los sueros control negativos, asi como
los sueros procedentes de animales no infectados con T.

annulata no emiten fluorescencia.

7. CARACTERIZACION DE LA CEPA AISLADA

En nuestro caso pretendemos comparar un aislado de T.
annulata de Espafia, con el que nos proponemos obtener una
vacuna frente a la theileriosis tropical en nuestro pais, con
un aislado procedente de otra zona endémica alejada y en la que
se ha desarrollado la vacuna con anterioridad. El objetivo de
esta comparacién es comprobar simplemente que el aislado

espafiol es diferente al exético.

Seglin las investigaciones de otros autores, en el estudio
del polimorfismo isoenzimatico, aplicado a la caracterizacidn
de cepas de Theileria, se ha demostrado que sb6lo un enzima, la
glucosa fosfato isomerasa (GPI), tiene valor taxondmico
(Melrose y col., 1980; Van den Meer y col., 1981; Melrose y
col., 1984).

Para este trabajo hemos empleado tres lineas celulares:

- La linea celular 28E constituida por 1linfoblastos

bovinos infectados con esquizontes de T. annulata autébéctonos
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y que por tanto son el objeto de nuestro estudio.

- La linea celular P-179, que es también una linea
linfoblastoide parasitada por T. annulata, procedente de Israel
y amablemente cedida por el Dr. E. Pipano del Kimron Veterinary

Institute (Israel).

- La linea celular establecida a partir de un linfosarcoma
_boﬁino, denominada BL-20 (amablemente cedida por el Dr. B.R.
Shiels del Departamento de Parasitologia Veterinaria de la
Universidad de Glasgow, Escocia). Esta linea celular no
parasitada, nos servira como control para diferenciar 1los

enzimas de la célula hospedadora de los del paréasito.

7.1. ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS
7.1.1. PREPARACION DE LA MUESTRA:

Para esta operacidén se necesita tener masa suficiente de
cultivos. Se seleccionan aquellos que estan en fase exponencial

de crecimiento y se procede de la siguiente manera:

1.- Retirar el sobrenadante de los frascos de cultivo,
lavar con solucién de PBS de pH 7.2 y tratar con solucidén de

citrato para recoger la suspensidén celular.

2.- Hacer un recuento en camara de Neubauer para calcular

el namero de células que hay en la suspensién.

3.- Transferir la suspensién a un tubo universal de fondo
cénico previamente pesado y centrifugar a 400 x g durante 10

minutos.
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4.- Retirar el sobrenadante y resuspender el botén celular
en PBS para lavar en las mismas condiciones de centrifugacién.
Se realiza esta operacidn dos veces.

5.- Una vez eliminado el sobrenadante volver a pesar el
tubo de centrifuga para saber, por diferencia con la pesada
anterior, el peso del botén celular utilizado.

6.- Para el lisado de las células se tratan durante 5.
minutos con una solucidén de tritén X-100 al 5% en agua
destilada, resuspendiendo el botdén celular en una cantidad

equivalente en volumen de esta solucién.

7.- Las muestras se conservan en forma de "perlas". Para
la formacién de éstas, tomar alicuotas de 50 pl del lisado
celular con una micropipeta calibrada y dejarlas caer sobre
nitrégeno liquido, produciéndose la brusca congelacién de las
gotas, lo que permite la ruptura de las células que pudieran
haber quedado indemnes del anterior tratamiento con el
tensioactivo, quedando como bolitas blancas y sélidas

("perlas").

8.- Con ayuda de unas pinzas, transferir las "perlas" a
criotubos debidamente etiquetados con el cdédigo de la cepa y
la fecha de preparacidén de los extractos, y conservar a -70 2C
si nos encontramos en la vispera de la realizacidén de 1la
electroforesis, o bien, en nitrégeno liquido si se van a

conservar durante mas tiempo.
LOS ENZIMAS:
La nomenclatura oficial de los enzimas esta controlada por

el NOMENCLATURE COMMITTEE FOR THE INTERNATIONAL UNION OF
BIOCHEMISTRY, que se reline regularmente y establece para cada
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enzima un nombre recomendado seguido de un cbédigo de
identificacién que comprende 1las 1letras E.C. (de "“Enzyme
Comission") seqguidas de cuatro nGmeros separados por puntos;
cada nGmero hace referencia a una divisién o subdivisidn basada
en el modo de accién de los enzimas. El nombre dado para los
mismos es muy largo y normalmente se utilizan abreviaturas que
no se basan en reglas precisas y siempre deban referirse al

nimero E.C. para evitar confusiones.
En nuestro caso, el andlisis electroforético se basa en
las diferencias mostradas en la movilidad de la GLUCOSA FOSFATO

ISOMERASA (GPI), cuyo cddigo de identificacidén es E.C. 5.3.1.9,
en las diferentes cepas de T. annulata (UILENBERG,1981).

7.1.2. METODOS Y TECNICAS DE ESTUDIO. ELECTROFORESIS EN
GEL DE ALMIDON
7.1.2.1. ETAPAS EN LA REALIZACION DE LA ELECTROFORESIS

La realizacién de la electroforesis en geles de almiddn

conmprende 5 etapas (N.Pasteur y cols.1987):
a.-Preparacidn de los extractos proteicos.

b.-Preparacién de las soluciones tampdn y de los geles de

almidoén.
c.-Introduccién de los extractos en los geles y puesta
bajo tensidén de estos Gltimos o electroforesis propiamente

dicha.

d.-Revelado de las proteinas a estudiar.
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e.~-Interpretacidén de los zimogramas.

7.1.2.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS

Los extractos proteicos son preparados a partir de
cultivos celulares segin la técnica de Melrose y col. (1984)
y de Maazoun y col. (1981), y conservados en nitrégeno liquido.

La vispera a la realizacidén de la electroforesis proceder
a transferir las "perlas" que se necesiten a tubos eppendorf
rotulados con el nimero de referencia de la cepa a estudiar y

introducirlos en el congelador.

Al dia siguiente, transportar los tubos eppendorf sobre
batea con hielo picado y proceder a realizar una centrifugacidn

a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4 2C.

7.1.2.3. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES TAMPON Y DE LOS
GELES

Soluciones tampén.

Un sistema de tampones de electroforesis comprende dos
soluciones, una que sirve para confeccionar el gel, de ahi su
nombre de "tampdn de gel", y otra que bafia los electrodos y que
sirve para establecer la unidén entre éstos y el gel; es el

"tampén de electrodos".

La electroforesis se realizada "en sistema continuo" si
los tampones sdlo difieren en su concentracién (la solucién més

concentrada seri el tampdén de electrodos), y en "sistema
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discontinuo" si los tampones tienen composicién diferente. En
nuestro caso la electroforesis se lleva a cabo en "sistema

continuo".

Para designar los sistemas tampdn se utilizan una serie
de siglas, que comprenden la primera letra de los productos
quimicos que los componen, y una cifra, que corresponde al pH
de los mismos; hay muchos sistemas tampén diferentes y la
eleccidén de uno u otro viene dictada por la mejor separacidn
electroforética de las enzimas estudiadas y por el revelado de
bandas netas y bien separada_s (Pasteur y col., 1987). En
nuestro caso hemos utilizado la solucién TME 7,4 (tris-maleato-
EDTA, pH = 7,4). La "solucidén tampén del gel" se compone de TME
7,4 y NAD*, que se incorpora con objeto de intensificar 1la

coloracidén de las bandas.

Preparacién de los geles de almidén.

La wutilizacién del almidén como soporte para la
electroforesis y su preferencia, en general, con respecto a
otros, como la poliacrilamida, se basa en una serie de

consideraciones:

- Es el medio menos caro, pues de cada gel se pueden
obtener numerosas laminas, en cada una de las cuales se pueden
emplear unas condiciones de revelado.

- No exige un aparataje complejo.

- No es toéxico.

- Por dltimo, y muy importante, los resultados que el

almidén permite obtener son excelentes, tan buenos como los

87



Material y métodos

obtenidos con la poliacrilamida (Pasteur y col., 1987).

Los geles de almidén se preparan con la fécula de patata
hidrolizada y la solucidén tampdén del gel escogida; el almidén
se puede adquirir a través de casas comerciales, o bien se lo
puede fabricar uno mismo a partir del producto bruto.

Los geles son preparados al 10%, mezclando en un
erlermeyer el almidén y el tampén del gel; esta mezcla es
calentada sobre el mechero de gas, agitando constantemente. A
partir de que la mezcla cambia de consistencia, se continGa el
calentamiento durante 30 segundos, agitando muy frecuentemente.
Después se desgasifica, utilizando la trompa de agua, y se
vierte en el molde horizontal, previamente desengrasado con
alcohol de 702, sobre el cual colocamos la placa de vidrio.
Dejamos enfriar a temperatura ambiente; el almiddén polimeriza
y se forma el gel, que serda recubierto de una pelicula de
plastico para evitar su desecacidén (que podria producir

distorsiones en la migracidén de las proteinas).

Los geles de almidén se preparan la vispera de su
utilizacién.

7.1.2.4. ELECTROFORESES PROPIAMENTE DICHA

Cada manipulacidén debe ser registrada sobre una ficha o
formulario, que permite anotar las caracteristicas del sistema
de tampones, la lista de cepas en el orden en el que se han
introducido en el gel de izquierda a derecha, los revelados que
seran realizados, el voltaje, el amperaje, la potencia, y 1la
hora a la que comenzd la migracién electroforética, asi como

aquélla a la que se did por terminada.
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7.1.2.4.1. INTRODUCCION DE LOS EXTRACTOS EN LOS GELES

Los geles preparados el dia anterior, son inicialmente
introducidos en el frigorifico, a 42C, durante una media hora,
con el fin de conservar la integridad de las isoenzimas durante
la manipulacidn.

Los tubos eppendorf conteniendo las perlas son colocados
en una gradilla e introducidos en el hielo picado; se procede
seqguidamente, como ya se ha indicado, a una centrifugacién de
los mismos, a 4.000 rpm durante S5 minutos. Tras 1la
centrifugacidn, los tubos eppendorf son colocados de nuevo en
el hielo picado, en el orden indicado en el ficha de
electroforesis.

Ayudandonos con la "regla" procederemos a excavar en el
gel, con el "peine", 12 frentes verticales. Los dientes del
peine habran sido humedecidos previamente con azul de
bromofenol; éste, por la movilidad electroforética que 1lo

caracteriza, constituye el indicador del frente de migracién.

Los rectangulos de papel Whatman, embebidos en el extracto
proteico, se introducen con ayuda de unas pinzas en las
rendijas realizadas con el peine en el gel.

Finalmente, cada molde se etiqueta con el nimero de gel
inscrito en la ficha de electroforesis.

7.1.2.4.2. MIGRACION ELECTROFORETICA

El molde, conteniendo el gel, es situado en la cubeta de

electroforesis, en la que previamente se ha introducido el

tampén de electrodos; la muestra deberd quedar junto al catodo.
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El contacto entre el tampén de electrodos y el gel es
asegurado por las esponjas, que actuarédn de puente de unién.
Sobre el conjunto se coloca la placa de cristal y sobre ella
el acumulador de frio. La cubeta es introducida en el
frigorifico para asegqurar la refrigeracién del sistema. Los
electrodos son entonces conectados a los bornes del generador;
el producto del voltaje (V) por la intensidad (mA) no debe
superar 10.000 (10W).

La migracién electroforética debe ser detenida cuando el

azul de bromofenol haya migrado unos 7 cm.

En nuestro caso, para unos valores dptimos de 70-75 V, 90~
70 mA y 5-7 W, la migracidén dura entre 6 y 7 horas.

7.1.2.4.3. REVELADO ENZIMATICO

En el mismo lugar en el que han sido depositadas tras la
migracién electroforética, en presencia de su substrato y de
diversos compuestos necesarios para su actividad (coenzimas,
iones, etc.), las enzimas catalizan la siguiente reaccidén

general:
SUBSTRATO <-=====——————=——====—=- > PRODUCTO
COENZIMA COENZIMA MODIFICADO

Es suficiente que uno de los compuestos de la reaccidn sea
coloreado, o bien se pueda colorear, para poder poner en
evidencia el lugar donde ha migrado el enzima. En nuestro caso,
para revelar la actividad enzimdtica hemos utilizado "el
sistema tetrazolio": NBT (Nitroazul de tetrazolio) o MTT

(Metil-Tiazolil tetrazolium), y PMS (metasulfato de Fenacina).
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El esquema de las reacciones que tienen lugar es el

siguiente:
NAD' 6 NADP' <--—-cocmmmeeceaa— > NADH 6 NADPH
- PMSH PMS
NBT & MTT <———————————==== > NBTH & MTTH

(Formazén => precipitado azul)

Esta reaccién podra ser usada si el enzima utiliza el NAD?
o el NADP' como aceptor de un &tomo de hidrégeno (H) del
substrato; en caso contrario, es posible deshidrogenar el
producto de la reaccién usando un segundo enzima que si utilice

esos coenzimas, como sucede en el caso de la GPI.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REVELADO

Tanto las soluciones tampdn como la solucidén madre pueden
ser preparadas y conservadas durante varias semanas, a
temperatura ambiente las primeras y en el frigorifico, a 4¢9C,

la segqunda.

El "protocolo de revelado" comprende dos etapas: la
primera corresponde a la elaboracidén de mezclas que puedan ser
conservadas en el frigorifico durante algunas horas; la segunda
comprende la adicién de los productos que es indispensable
afiadir en el Gltimo momento, justo antes de verter la solucidn

de revelado sobre el gel.
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PREPARACION DE LOS GELES‘PARA EL REVELADO ENZIMATICO

Cuando se considere que la migracidén electroforética es
suficiente, se procede a desconectar el alimentador de
corriente continua y a sacar el gel; éste es extraido del
molde, cortando el borde andédico a nivel del frente de
migracién (azul de bromofenol), y el catdéddico a nivel del
contacto con el puente (aproximadamente 2 cm por debajo del
lugar donde se colocaron las muestras). Cortar el &angulo
superior derecho del gel, de forma qué luego se pueda conocer
la orientacidn correcta del mismo y en consecuencia el orden
en que han sido colocados los extractos proteicos. Quitar los
rectangulos de papel Whatman y transfer el gel sobre una "placa
para cortar geles". Con la ayuda del "cortageles" separar una
lamina de 2 mm de espesor; la parte superior es transferida
sobre otra "placa para cortar geles" y
la léamina que se ha separado sera colocada a su vez en un
"recipiente de revelado". Esta operacidn es repetida tres

veces, lo que permite obtener cuatro laminas.

Cada "recipiente de revelado" ira debidamente etiquetado,

indicando el nGmero de gel.

Una vez preparada la solucidén de revelado proceder a
mezclarla con la solucién de agar, mantenida al Bafio maria,
depositando rapidamente dicha mezcla sobre la superficie de la

lamina de gel contenida en la cubeta.

La cubeta de revelado se introduce en el frigorifico a
492C. Detener 1la reaccién enzimdtica con 1la solucién de
fijacién. El gel permanecera en contacto con el fijador durante
toda la noche, a 49C. Al dia siguiente, los geles son lavados
con agua del grifo y secados. A continuacién se pasa a

interpretar los resultados de movilidad electroforética
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obtenidos. Tras esto, los geles serén debidamente etiquetados,
envueltos individualmente en plastico y sellados. Podrén asi
ser conservados, bien en frigorifico a 4 2C, o bien congelados,

durante nmeses o incluso afios.

8. DESARROtLO DE UNA VACUNA FRENTE A T. annulata
8.1. AISLAMIENTO DEL PARASITO

En nuestro caso el aislamiento de T. annulata lo
realizamos a partir de sangre de un animal enfermo de
theileriosis procedente de una zona enzodtica de Andalucia y

que se encontraba en un estado agudo de la enfermedad.

Una vez extraida la sangre, en condiciones estériles y en
tubo con anticoagulante, se separaron los linfocitos por la
técnica de Ficoll-paque (Byum, 1968) estableciéndose en cultivo
in vitro, en frascos Roux, siguiendo la metodologia de Pipano
y col. (1989).

8.2. ATENUACION DE LA VIRULENCIA

Para la atenuacidén de la virulencia de los esquizontes de
T. annulata hay que hacerlos crecer en cultivo in vitro e ir
subcultivandoe 1los 1linfoblastcs bovinos infectados con
esquizontes por pases sucesivos cada 3-4 dias siguiendo la
metodologia de Brown (1987).

Se debe tener la precaucidn de criopreservar parte de los
cultivos cada 10 pases para evitar la pérdida del cultivo por
contaminacién y con ésto el grado de atenuacién conseguido

hasta ese momento, lo que nos obligaria a empezar de nuevo todo
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el proceso.

El nimero de pases necesario para conseguir la atenuacién
de la virulencia puede ir desde 30 a 300 dependiendo de la cepa
y no estd relacionado con la virulencia inicial de la misma.
Nosotros decidimos comprobar si se habia conseguido una vez

alcanzados los 35 pases.

8.2.1. CONTROL DEL GRADO DE ATENUACION

El grado de atenuacidn se valora por inoculacién de 2 a
3 terneros susceptibles con los esquizontes gue mantenemos en
cultivo cada 20-30 pases. Durante el primer periodo de cultivo,
cuando la virulencia de 1los esquizontes aGn es alta, es

suficiente inocular un solo animal para cada prueba.

Para que se considere conseguida la atenuacidén completa
de la virulencia de los esquizontes, al ser éstos inoculados

en las condiciones descritas anteriormente, no deben dar lugar:

* a una alteracién ostensible de 1la temperatura del
animal,
* a la aparicién de esquizontes en ganglios linféticos

* ni a formas eritrociticas del parasito en sangre.

Se seleccionaron dos terneros de raza frisona a los que
se hizo un control para comprobar que no habian tenido contacto
previo con el pardsito mediante frotis sanguineos y pruebas

seroldégicas por I.F.I.
Los terneros fueron marcados con los nimeros 50 y 51 y

posteriormente inoculados por via subcutédnea con un namero de

células infectadas que es el equivalente a una dosis de vacuna
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fresca ( 5 millones de células) (Singh y col. 1993) y que fue
preparada y ajustada 1 hora antes de la inoculacién y mantenida

a 4 eC.

8.3. COMPROBACION DE LA SEGURIDAD Y POTENCIA

Una vez inoculados los terneros se hace una monitorizacidn

de los animales en la que se controla:

- la temperatura rectal por la mafnana

- parasitemia

- hematocrito

- estado de los ganglios linfaticos (inflamacidén) (Singh
y col. 1993).

Al mismo tiempo, si la cepa esta atenuada, se puede
considerar que se ha obtenido la vacuna y por lo tanto, al
inocularla a un ternero susceptible, darad lugar al desarrollo
de titulos de anticuerpos frente a T. annulata detectables por
técnicas inmunolégicas. Por todo ello, en la monitorizacién
incluimos el control de la evolucién del titulo de anticuerpos

especificos por el método de I.F.I.

8.3.1. EFECTIVIDAD DE LA VACUNA FRENTE AL "CHALLENGE"

Una vez visto que el grado de atenuacidén de 1la
virulencia del parasito es suficiente y que la inmunizacién se
ha producido de una forma normal, detectable mediante 1la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (I.F.I.), se debe
comprobar que los terneros sean resistentes al agente causal
de la enfermedad. Para ello se inocula con esquizontes de

virulencia parcialmente atenuada (challenge) a uno de los
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terneros vacunados (ne50) y a un ternero susceptible (n® 107).
Seguidamente se procede a hacer la monitorizacién de los
terneros inoculados ya descrita anteriormente.
8.4. PREPARACION DE LA VACUNA Y ALMACENAMIENTO

8.4.1. VACUNA LIQUIDA

Para preparar las dosis usadas de vacuna fresca

seleccionar cultivos creciendo en monocapa confluente.
- Descartar el sobrenadante de medio de cultivo.

- Enjuagar la monocapa con PBS suficiente para cubrirla

generosamente.

- Afiadir solucién de citrato suficiente para cubrir 1la
monocapa. Trancurridos 5 minutos la mayoria de las células se
han desprendido y tras agitar suavemente lo hacen la practica

totalidad de las células.

- Recoger la suspensién celular en un tubo universal de

fondo cbnico.

- Enjuagar los frascos con PBS para recoger el mayor

nimero de células posible y llevar a un tubo de centrifuga.
- Centrifugar a 400 g durante 10 minutos.

— Desechar el sobrenadante.
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- Resuspender las células en medio de cultivo completo a

excepcidén del suero bovino fetal.

- Unir todas las suspensiones celulares procedentes de la
centrifugacién y hacer un recuento en c&mara hemocitométrica.

- Ajustar a una concentracién celular del 10%/ml.

- Disponer en viales estériles alicuotas de 5 ml de la
suspensién, de forma que administrar 5 x 10° células a cada

animal wvacunado.

- Cerrar los viales con tapdén de goma y con arandela de

aluminio.

- Etiquetar convenientemente los viales con el contenido,
n? de lote, condiciones de conservacién y modo de

administracién.

- Guardar refrigerado a 4°9cC.

8.4.2. VACUNA CRIOPRESERVADA

Para la preparacién de 1la vacuna criopreservada, es
necesario nuevamente disponer de cultivos sanos creciendo en

monocapa.

La obtencidén de las cé&lulas en suspensién a partir de los
frascos de cultivo en los que estd@n creciendo en monocapa se
realiza como en el caso de la vacuna para uso inmediato

(apartado anterior).

Una vez que se tiene la suspensidn celular, se procede a
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hacer un contaje utilizando una camara de recuento de células
heméticas.

- Posteriormente se centrifuga a 400 g durante 10 minutos.

-Descartar el sobrenadante.

- Resuspender el botén celular en medio de cultivo
adicionado de dimetil sulféxido (DMSO) al 8%, como sustancia
crioprotectora.

- El1 volumen de medio afiadido es tal que queda una
suspensién celular de 10’ células/ml. En este caso es
conveniente hacer el recuento antes de tener la suspensién en
el medio para la criopreservacidén para evitar en lo posible el
contacto prolongado de las células con el DMSO en condiciones

de descongelacién, ya que puede resultar toéxico.

- Repartir la cantidad de 1ml en criotubos de 2 ml de

capacidad y llevar a 49C durante 30 minutos.

- Conservar dentro de una caja de polispan durante toda

la noche a -70 ¢eC.

- Al dia siguiente se pasan los tubos rapidamente a un
contenedor de nitrdégeno liquido.

8.4.4. ENSAYO DE VIABILIDAD

Una vez preparadas las dosis de vacuna fresca se almacenan
a 4 °C y al abrigo de la luz. Nos parecidé imprescindible tener

un control del tiempo que podiamos tener la vacuna refrigerada

manteniendo las caracteristicas iniciales.
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Para que la vacuna sea efectiva, las célulés inoculadas
tienen que estar vivas y mantener su capacidad de establecerse
en el animal receptor y ser capaces de transferir los
esquizontes que las parasitan a nuevas células de hospedador
(Tait y Hall, 1990).

La metodologia empleada para comprobar la viabilidad de

la vacuna fue:

- Seleccionar varios viales de vacuna recién preparados

y conservarlos a 4 ¢2C.

- Tomar muestras para realizar una tincidén con azul tripén

con objeto de calcular el porcentaje de células vivas.

- Tomar 1 ml de la suspensién celular del vial y sembrar
en un frasco Roux de 25 cm’ al que afiadimos 4 ml de medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado con un 20% de SBF inactivado,
para observar la capacidad de establecerse en cultivo de nuevo

Y Crecer en monocapa.

- Repetir el proceso cada 24 horas hasta observar que las

células han perdido la capacidad de establecerse en cultivo.

9. EXPERIENCIA DE VACUNACION EN EL CAMPO
9.1. SELECCION DE LA GRANJA

Se selecciond una explotacidn pecuaria de ganado vacuno
lechero cuyo nimero aproximado de reses era de 100, ubicada en
una zona endémica para la Theileriosis Mediterréanea. La citada
vaqueria habia presentado, en afios anteriores, una morbilidad
préxima al 25% y una mortalidad del 12.5% causada por

theileriosis.
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Se realizé un control seroldgico de todas las reses de la
explotacién para tener una referencia del grado de exposicién
al parédsito que existe en la misma (Ozock y Pipano, 1981).

Tratadndose de una zona endémica podria haber reses, sobre
todo las de mayor edad, que podian haber sufrido theileriosis
severas de las que se hubiesen recuperado y presentar una
inmunizacién de forma natural. Estas reses no nos servirian
para ensayar la efectividad de la vacuna en la misma medida que
aquellas que habian tenido bajb o ningin contacto con el
parasito.

9.2. SELECCION DE LAS RESES Y ESTABLECIMIENTO DE LOTES

Por un lado teniamos vacas en produccidén lechera de 4 a
5 afios de edad de raza frisona de ganado selecto lechero,
procedentes de zonas no endémicas, normalmente estas reses
presentaban una mayor susceptibilidad a la Theileriosis. Estas
vacas mostraban en su mayor parte serologia positiva frente a

T. annulata.

Para este ensayo fueron seleccionadas las reses dque
presentaron titulos comprendidos entre 0 y 160 , por considerar
gue eran las que habian estado menos en contacto, o en un

tiempo mas lejano, con el agente etioldgico de la enfermedad.

Ootro grupo de novillas, de 2 afios de edad, fue muestreado
de la misma forma y en este caso la mayoria presentaban
serologia negativa o titulos bajos frente al antigeno de T.
annulata empleado, a pesar de tratarse de reses procedentes de

la zona de estudio.
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Confeccién de los lotes de animales para el ensayo:
Reses Edad Estado dc la vacuna Dosis 1° rescs
Vacas 4-5 afos Liquida x 1 6
Vacas | 4-5 ahos Crioprescrvada x 1 16

Novillas | 2 afios Crioprescrvada X
X 2 8

Lote control: 6 Novillas de 2 afos

10 Becerras de menos de un aho

Total reses VACUNAQaS..cceecocescsscsacssssscscssscsssessel8

Las reses que en el dia de la vacunacidn presentaron

titulos mayores o iguales a 320, aunque hubiesen presentado

el muestreo inicial titulos bajos,

experiencia, a

imposibilidad de conocer esta circunstancia en el momento

la vacunacidn.

9.3. VACUNACION DE LOS ANIMALES

pesar de haber

sido vacunadas,

fueron excluidas de

ante

en
la
la
de

La vacuna consistid en un cultivo de linfoblastos bovinos

infectados con esquizontes de T.

atenuada, tratandose por tanto de una vacuna viva.

annulata de virulencia

Las dosis de vacuna son recuperadas del contenedor de

nitrégeno liquido que tenemos en la camara fria del laboratorio

Yy son pasados rapidamente a un contenedor de menores

i01



Material y métodos

dimensiones y utilizado para el transporte al campo. Dicho
contenedor se llenard de nitrégeno liquido hasta completar
toda su capacidad.

Ademds, debemos 1llevar al campo una bandeja de acero
inoxidable que permita ser calentada con llama, una fuente de
calor y un termdémetro.

Calentamos el agua a 37-40 2C manteniendo la temperatura
durante todo el tiempo. Justo antes de inocular las dosis,
sacaremos estas del contenedor de nitrdégeno y las pondremos en
la batea con agua caliente para que la descongelacidén sea
riapida. Cada dosis con un volumen inicial de 1 ml sera diluida
con 4 ml de PBS estéril en la misma jeringa que usaremos para
inoculacién. El1 PBS en este caso actia como vehiculo y
diluyente. La dosis preparada se administrard via parenteral
subcutanea en un tiempo que no deberda exceder de 30 minutos

desde la descongelacidén de cada dosis.

En este caso nos fue uGtil ir descongelando dosis
paulatinamente conforme ibamos colocando el ganado seleccionado

en las sujeciones para la vacunaciédn.

9.4. SEGUIMIENTO DE LA RESPUESTA A LA INMUNIZACION

Para controlar cudl ha sido la reaccién de las reses a la
inmunizacién hemos realizado un seguimiento que ha consistido
en la observacién de la evolucién del titulo de anticuerpos
frente a T. annulata, mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (I.F.I.), asi como otros

parametros hematoldgicos y clinicos.
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Previa a la vacunacién realizamos extraccidédn de sangre con
y sin anticoagulante para la preparacién de extensiones y
obtencién de suero con objeto de conocer el estado del animal
en el momento de la vacunacién que seria lo que denominariamos
dia 0 y asi mismo en los dias 30, 60, 90, y 120.

Durante el periodo que durd esta experiencia se realizd
un seguimiento clinico de todos los animales de la explotaciédn,
anotandose todas las incidencias que se presentaron, tales como

el nGmero de casos clinicos, muertes, etc...
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1. EPIDEMIOLOGIA
1.1. CUESTIONARIOS

Los resultados obtenidos, referentes a la presencia de
piroplasmosis en las distintas especies zootécnicas asi como
su localizacidn geografica en Andalucia, se expresan en el

cuadro 1 y en el mapa 2.

Se detecta la presencia de piroplasmosis bovina, equina
o ovina en 5 de las 8 provincias andaluzas: Cadiz, Coérdoba,

M&laga, Sevilla y Huelva.

En las ©provincias de Cadiz y Huelva todos 1los
cuestionarios recibidos fueron positivos en cuanto a 1la
presencia de piroplasmosis apareciendo esta diseminada por toda

la provincia en diversos municipios.

En la provincia de Sevilla hay piroplasmosis tanto bovinas
como equinas, distribuyéndose en 1la zona del Valle del

Guadalquivir.

En las provincias de Malaga y Cérdoba, el parasitismo se
localiza en comarcas muy concretas. Estas son Valle del
Guadalhorce, Antequera y Serrania de Ronda en el caso de
Milaga, mientras que en Coérdoba sb6lo se ha detectado una
respuesta positiva de piroplasmosis equina y otra de bovina

(comarcas de Lucena y Montilla, respectivamente).

En las provincias de Granada, Jaén y Almeria, contestan
negativamente, desconociéndose la existencia de estos
parasitismos por parte de los facultativos que han respondido

a la encuesta.
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Con respecto a la incidencia de piroplasmosis en 1las
diferentes especies zootécnicas de nuestra regidén, destacan las
bovinas y equinas sobre las ovinas, como se puede ver en el

cuadro 1.

La dindmica estacional de las piroplasmosis nos indica que
durante los meses de mayo a septiembre es cuando se presenta
la mayor parte de los casos clinicos. No obstante, en Sevilla
y Cadiz hay datos de aparicidén de casos clinicos a.lo largo de

todo el anho.

En relacidén a las razas, sdlo se especifican en ganado
vacuno, siendo la m&s afectada la frisona (ganado lechero),

seqguida de la retinta (ganado carnico).

En cuanto a la terapéutica utilizada por los facultativos,
es muy usual la aplicacién de Imizol (Berenil®) y Acaprina®,
asociada a veces con tetraciclinas y reconstituyentes

hepaticos.

Asi mismo, los facultativos siempre asocian el parasitismo

a la presencia de garrapatas.

1.2. SEROPREVALENCIA EN EXPLOTACIONES PECUARIAS DE ZONA
ENDEMICA

El estudio de los datos epidemioldgicos que se disponen
(Garcia Fernadndez, 1978; Garcia Fernandez y col., 1985; 1987),
junto con el de los recopilados en la encuesta del apartado
1.1, nos permiten deducir que en la provincia de Cadiz existen
zonas donde parece tener bastante incidencia la enfermedad

objeto de nuestro estudio.
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Para confirmar especificamente este hecho, se realizé un
muestreo seroldgico de vacas de raza frisona en zona de alta
positividad a la theileriosis. Las garrapatas recogidas sobre
las reses muestreadas (50 ejemplares) resultaron ser en su
totalidad de la especie H. lusitanicum.

El nGmero total de reses muestreadas fue de 116. En ellas,
el andlisis de los sueros por el método de I.F.I. frente a
antigeno de T. annulata dié como resultado que el 66,3 % eran
positivas y el 33,7 %'restante negativas (figura 1).

Si se observan los resultados en los tres grupos (vacas,
novillas y becerras) separadamente (figura 2), hay diferencias
importantes en funcién de la edad, siendo positivas el 79,2 %
de las vacas, el 47,1 % de las novillas, y tan sbélo el 40,0 %

de las becerras.

Desglosando la distribucién de los titulos de anticuerpos
en funcién del porcentaje de reses que los alcanzan, las
diferencias entre los tres grupos son aln mayores, como se
puede observar en las figuras 3, 4 y 5, alcanzéndose titulos
mis altos y en mayor % de reses para las vacas, seguido de las
novillas y éstas de las becerras, en las que la positividad se
concentra en la mayoria de los casos en titulos cercanos a la

negatividad, siendo 160 el mayor titulo alcanzado.
2. CONTRIBUCION A LA IDENTIFICACION DEL VECTOR DE LA
THEILERIOSIS TROPICAL EN ANDALUCIA
Para este trabajo recogimos 80 adultos de H. lusitanicum

parcialmente alimentados previamente sobre un animal de zona

endémica (27E) con una parasitacién del 0.1%.
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Los ixédidos permanecieron en las bolsas de las orejas
alimentdndose sobre el ternero n?2 99 durante 5 dias.

Del total de las garrapatas introducidas (80) tan sélo se
alimentaron 19 ejemplares (2 hembras y 17 machos) y el resto

permanecieron sin fijarse y murieron.

En este ternero se consiguid desarrollar una parasitosis
leve de evolucidn lenta en la que la parasitacién en sangre fue
aumentando con el tiempo, no llegando a observarse esquizontes
ni en ganglio ni en sangre, y tan sbélo se encontraron formas

intraeritrociticas de T. annulata (figura 6).

Los anticuerpos especificos frente a T. annulata mostraron
concentraciones muy variables a lo largo de todo el proceso de

sequimiento (figura 7), alcanzdndose titulos maximos de 2560.

La evolucidén sufrida durante los 12 meses de seguimiento
en cuanto a parasitemia, titulo de anticuerpos, temperatura
rectal y hematocrito se refleja en las figuras 6, 7, 8 y 9,
respectivamente. Con esta experiencia hemos comprobado gue un
animal susceptible puede adquirir una parasitosis producida por
T. annulata con la alimentacidén sobre el mismo de la especie
H. lusitanicum en condiciones similares a las naturales, a la
vez que se ha consegqguido aislar experimentalmente in vivo T.
annulata procedente de una zona endémica de Andalucia. No se

aisld in vitro el parédsito a partir de muestras de este animal.

Una vez que se alcanzd una parasitemia del 12%, se le
extrajeron 50 ml de sangre y fueron inoculados a un nuevo
ternero susceptible (res 111), con objeto de mantener la cepa

aislada in vivo e intentar de nuevo el aislamiento in vitro.
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3. INFECCION EXPERIMENTAL DE TERNEROS SUSCEPTIBLES POR
INOCULACION DE SANGRE

Se han conseguido infectar 3 terneros por este método.

3.1. ATISLAMIENTO EN EL TERNERO N2 97

En el caso del ternero n? 97 la inoculacidén de 15 ml de
sangre con una parasitemia del 13 % didé lugar al desarrollo de
una parasitosis cuyo seguimiento y evolucidén puede observarse
en las figuras 10, 11, 12 y 13.

De este ternero, no se consiguidé aislarse esquizontes de
ganglio linfatico ni de sangre, observandose los parédsitos en
forma intraeritrocitica. Con lo cual se ha conseguido aislar
in vivo T. annulata de un caso clinico localizado en una zona
endémica de Andalucia. Cuando se alcanzd una parasitemia del
14%, se extrajeron 50 ml de sangre y se inocularon a un ternero
susceptible (res n? 104) para mantener el aislamiento in vivo
e intentar aislar el parasito in vitro, si fuese posible a
partir de esta nueva res de experimentacién.

3.2. AISLAMIENTO EN LOS TERNEROS N2 104 Y N¢ 111

Los terneros n? 104 y n?2 111 han sido infectados
experimentalmente ambos en las mismas condiciones, por
inoculacidén de 50 ml de sangre procedente de las 2 reses de
experimentacién anteriores (97, 99 respectivamente) y en ambos
casos se ha desarrollado una parasitemia, aunque ésta ha sido
muy baja y la enfermedad cursa sin grandes alteraciones de los
datos clinicos registrados. Ver las figuras 14 a 19 para la res

n? 104 y las figuras 20 a 25 para la res n2 111.
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Tras siete meses de seguimiento, y observando que la
parasitemia se encontraba estabilizada, se extrajeron 250 ml
de sangre a cada una de 1las reses con el fin de
criopreservarla, con objeto de inocularla en el futuro a nuevos
terneros de experimentacién, si fuese necesario.

4. AISLAMIENTO Y ESTABLECIMIENTO EN CULTIVO in vitro DE
LINEAS CELULARES INFECTADAS CON T. annulata.

En el transcurso de este trabajo hemos conseguido aislar
en cultivo cuatro lineas celulares linfoblastoides bovinas
infectadas con esquizontes de T. annulata. A pesar de haber
empleado diversos tipos de material como o6rganos Yy sangre
procedente de animales infectados, tan solo hemos obtenido

éxito partiendo de sangre o de biopsia de ganglios linféaticos.

4.1. A PARTIR DE SANGRE

La linea celular 28E ha sido aislada a partir de sangre
de una vaca dgue se encontraba en un acceso agudo de
theileriosis tropical, de la que finalmente muridé tres dias més

tarde.

La sangre conseqguida que nos sirvié como fuente de
parasitos presentaba un hematocrito muy bajo y un alto namero
de los eritrocitos con piroplasmas, si bien no fueron

observados esquizontes en las preparaciones (fotografia 1).

En este aislamiento, los linfoblastos fueron observados
como células redondas brillantes adheridas a la superficie del
frasco de cultivo y también algunas en el sobrenadante
(fotografia 2), transcurridos 4 dias desde que fueron puestas

en cultivo.
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4.2. A PARTIR DE GANGLIOS LINFATICOS

Por este método, y bas&ndonos en los trabajos de Van den
Ende y Edlinger (1971), hemos conseguido aislar y establecer
en cultivo linfoblastos bovinos infectados con esquizontes de
T. annulata.

Asi, a partir de los terneros 104 y 111, inoculados con
sangre procedente de las reses de experimentacidén 97 y 99
respectivamente, y a partir del ternero 107, inoculado con
cultivos de esquizontes con 15 pases en cultivo, se ha
conseqguido aislar las lineas celulares que denominamos con los
mismos nombres, es decir, 104, 107 y 111.

S. IDENTIFICACION DE LOS PARASITOS AISLADOS

5.1. POR TINCION DE GIEMSA

Las lineas celulares establecidas en cultivo han sido
tefiidas para la observacién de los macroesquizontes que las
parasitan que aparecen dentro del citoplasma celular como un
grupo de nicleos que se tifien de azul (fotografias 3 y 4).

5.2. POR PRUEBA SEROLOGICA

Los esquizontes observados por tincién, son
caracteristicos de Theileria, pero para estar mas seguros, se
sometieron las células en cultivo al enfrentamiento con un
suero control positivo con anticuerpos frente a T. annulata y
se observd su reaccidédn por inmunofluorescencia indirecta al

tiempo que se compard con la cepa de T. annulata patrén
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amablemente cedida por el Dr. E. Pipano del Kimron Veferinary
Institute (Israel). Fotografias 5, 6, 7 y 8, en las que el
esquizonte aparece en el interior de la célula situado en la.

zona marginal mostrando un color amarillo intenso.

6. DESARROLLO DE LA TECNICA DE DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO
I.F.I. EMPLEANDO REACTIVOS PROCEDENTES DE CEPAS ESPANOLAS
DE T. annulata.

En este sentido, se ha conseguido obtener 1los tres
elementos b&sicos necesarios para montar la técnica de

diagnéstico por I.F.I., como son:

- E1 antigeno, constituido por esquizontes de T. annulata
que se encuentra infectando a 1las células de 1la 1linea
linfoblastoide bovina 28E, pertenecen a una estirpe de T.
annulata que por su lugar de aislamiento denominamos estirpe

o stock "Algar".

- El1 suero control positivo frente al stock "Algar",
obtenido por inoculacién de la linea celular 107 a un ternero

sano.

- El suero control negativo por extraccidén de sangre a un
ternero sano procedente de una 2zona no endémica y libre de
anticuerpos frente a T. annulata, ensayado tanto frente al

stock "Algar" como frente a uno exdético procedente de Israel.

Con los citados elementos se dispone de lo necesario para
el diagnéstico inmunolégico de la theileriosis mediterréanea
empleando reactivos biolbégicos derivados una cepa procedente

de zonas endémicas de Espafa.
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Antigeno preparado con la linea celular 28E de linfoblastos
bovinos infectados con esquizontes. Reaccidén con suero con-
trol positivo frente a Theileria annulata.

Antigeno preparado con 1la 1inea celular 28E. Reaccidn con
suero control negativo frente a T. annulata.
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7. CARACTERIZACION ISOENZIMATICA DE NUESTRO AISLADO DE T.
ANNULATA

Como se ha indicado anteriormente s6lo el polimorfismo
enzimdtico de la glucosa fosfato isomerasa (GPI) tiene interés
para diferenciar aislados de T. annulata (Melrose y col., 1980;
Van der Meer y col., 1981; Melrose y col., 1984). Mediante 1la
técnica de electroforesis de isoenzimas en gel de almidén,
comprobamos que el patrén isoenzimdtico de nuestro stock es
diferente en cuanto a la GPI se refiere (como se observa en la
fotografia 9), al stock procedente de Israel, pais en el que
la theileriosis mediterrénea también es endémica y que han sido
desarrolladas con anterioridad tanto vacuna como campafas de

inmunizacidén del ganado.

Los resultados de otras isoenzimas estudiadas por el mismo
método nos han revelado que no existen diferencias en su patrén
isoenzimatico entre el stock autdctono y el exdético, como se
puede comprobar en las fotografias 10, 11 y 12.

8. OBTENCION DE VACUNA FRENTE A T. ANNULATA PROCEDENTE DE
ESPANA.

La vacunacidén contra la theileriosis tropical se puede
conseguir por el método de inoculacién de células linfoides
infectadas con esquizontes de virulencia atenuada, o bien, por
infeccidén y tratamiento quimioterdpico (Pipano, 1981), en
cualquier caso, el ganado immunizado, invariablemente permanece
sensible a la infeccidén por parasitos heterdlogos,
particularmente cuando la inmunizacidén se hace con esquizontes,
que es el método indicado en 1la vacunacién contra 1la
theileriosis producida por T. annulata, mds que cuando se

realiza con esporozoitos (Gautam, 1981).
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8.1. OBTENCION DEL CULTIVO

El primer paso para la obtencidén de una vacuna es el
aislamiento y establecimiento en cultivo de 1linfoblastos
bovinos infectados con macroesquizontes de T. annulata.

El aislamiento se consiquid realizar, como se explica en
el apartado 4 de resultados, a partir de un animal enfermo que
se encontraba en un acceso agudo de theileriosis mediterrénea.
Partiendo de sangre de este animal, por el método de Ficoll-
Paque®, consequimos separar las células mononucleares y con
éstas las células linfoblastoides infectadas con
macroesquizontes y establecer una linea celular que denominamos
28E.

8.2. CONSECUCION DE LA ATENUACION

Con esta linea celular, por mantenimiento en cultivo in
vitro realizando entre 2 y 3 pases por semana, se ha ido
atenuando la virulencia de los esquizontes segGn metodologia

de Pipano (1981), hasta conseguir la atenuacién total.

Para conocer el grado de atenuacién de 1la virulencia
inoculamos a los terneros n? 50 y 51. Realizamos el seguimiento
de los animales en cuanto a su reaccién como resultado de 1la
inoculacién de 5 x 10° células de la linea 28E con 35 pases en

cultivo:
Las curvas en las que se expresa la temperatura, titulo

de anticuerpos y hematocrito de ambas reses podemos observarlas

en las figuras 26 a 31.
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La observacién clinica de los terneros (Ouhelli, 1985;
Navarrete y col, 1992) condujo a los siquientes resultados:

- No se pudieron detectar pardsitos en sangre ni en

biopsia de ganglios linféaticos.

- No se produjo ningGn incremento destacable de 1la

temperatura.

- E1 hematocrito se mantuvo en los valores normales que
presentaba para los terneros antes de la inoculacién.

- No hubo inflamacidén de ganglios linfaticos.

- No hubo en 1los terneros ninglin sintoma clinico
especifico gque hiciera sospechar el desarrollo de una
theileriosis tropical, segin se describe la clinica de esta

enfermedad en la literatura.

Paralelamente, como se observa en las figuras 28 y 29,
ambos animales desarrollaron anticuerpos especificos frente al
antigeno de esquizontes de T. annulata, que alcanzaron sus

valores madximos a los 40 dias postinoculacidn.

Asi mismo en las figuras 30 y 31 se observa que los
valores de hematocrito no se han alterado como consecuencia de
la inoculacidén de los cultivos celulares.

8.3. PRUEBA DE LA POTENCIA DE LA VACUNA

Para comprobar si la vacuna protege frente a la enfermedad

en condiciones experimentales se inoculé 4 x 10’ células

linfoblastoides infectadas con esquizontes de 15 pases en
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cultivo a dos animales de experimentacidn:

- Res n? 50, que debemos considerar inmunizada una vez que
se le inoculd el equivalente a una dosis de vacuna Yy que
desarrolld una curva de anticuerpos especificos. Esto indica
que el proceso de inmunizacién ha transcurrido con normalidad,
Yy la inoculacién del "challenge" homdélogo se realizd cuando

habian transcurrido 8 meses desde la vacunaciodn.

- Res n? 107, animal susceptible no vacunado como control
para observar la infectividad del challenge inoculado Yy
comparar su reaccidn con la del ternero ne 50. En este caso,
como se observa en la figura ne 32, se produce una reaccién a
la inoculacién del material infectivo que clasificariamos segfin
Irvin y col. (1983) como nula en el caso del ternero n2 50,
mientras que el en ternero 107 se produce una respuesta que se
consideraria moderada, segln la clasificacidén de estos mismos
autores. La reacciébn desarrollada por el ternero 107,

basicamente consistid en:

- Un incremento de la temperatura corporal, como se

observa en la figura 32.

-~ No se produjeron alteraciones en 1los valores de

hematocrito.
- Inflamacién de los ganglios linfaticos préximos a 1la
zona de inoculacidén, que se mantuvo palpable durante mas de dos

meses.

- Aparicién de formas intraeritrociticas del parésito,

detectadas por primera vez a los 25 dias postinoculacién.
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- Aparicidén de esquizontes en células linfoides de los
ganglios linfaticos inflamados.

- Lagrimeo, fluido nasal intenso y petequias en la mucosa
ocular del animal durante varios dias. Estos sintomas
comenzaron transcurrida una semana desde la inoculacién.

8.4. PRUEBA DE VIABILIDAD DE LA VACUNA
8.4.1. VACUNA FRESCA

El ensayo de viabilidad de 1la vacuna preparada Yy
conservada en condiciones de refrigeracidén a 42 C ha dado los

siguientes resultados.

El porcentaje de células que estan vivas desde el momento
de la preparacidén de las dosis hasta una semana después queda

reflejado en la figura 33.

Se partid de un porcentaje medio de células vivas por vial
del 92%. Este porcentaje se mantuvo durante 24, 48 y 72 horas
desde el momento de la preparacién. A las 96 horas (4 dias)
observamos que comienza un ligero descenso en el porcentaje de
células vivas (89%). A partir de los 5 dias de la preparacién
de la vacuna el descenso del porcentaje de células vivas
comienza a ser mds importante con un 79%, y un 59% y 49% para
los 6 y 7 dias respectivamente. Ademas de calcular el
porcentaje de células vivas también se ha controlado 1la
capacidad de éstas células para establecerse en cultivo. Para
valorar esta capacidad, al tratarse de un parametro subjetivo,

consideramos las siguientes categorias:

- Buena capacidad de crecimiento para garantizar el

establecimiento del cultivo: +++
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- Aceptable capacidad de crecimiento: ++-

- Insuficiente capacidad de crecimiento para garantizar el

establecimiento del cultivo: +--

- De esta forma clasificamos la capacidad encontrada en los

dias sucesivos a la preparacién como sigue:

0 horas (momento de la preparacién): +++
24 horas (1 dia): +++
48 horas (2 dias): +++
72 horas (3 dias): +++
96 horas (4 dias): +++
120 horas (5 dias): ++-
144 horas (6 dias): +--
168 horas (7 dias): +--

8.4.2. VACUNA CONGELADA

La vacuna, criopreservada al tratarse de una vacuna viva,
necesitamos conocer cuanto tiempo permanece viable desde su
preparacién. Una vez criopreservada puede mantenerse viva
durante afios y, el que sea efectiva, sblo depende de haber
realizado una adecuada criopreservacién y una manipulacidn
correcta en el momento de su aplicacidén en el campo (apartado
8.5.2. y 9.3 del material y métodos).

Como control de 1la bondad de 1la criopreservacidn
recuperaron viales de vacuna congelada. Al reconstituirlos, se
comprueba el porcentaje de células vivas por el método de la
tincién con azul tripén, asi como su capacidad para dar lugar

a un cultivo celular sano que se establezca con normalidad.
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En las pruebas realizadas, encontramos un valor medio de
células vivas del 86% asi como una capacidad de las mismas para

‘establecerse en cultivo en todos los casos que clasificamos

como +++.

9. ENSAYO DE INMUNIZACION EN CONDICIONES DE CAMPO

Una vez finalizado el seguimiento del proceso de
inmunizacién asi como el periodo de aparicién de casos clinicos
de la enfermedad, se pudo tener los resultados completos para

evaluar la eficacia de la vacuna en condiciones de campo.

Para tener un control del proceso se hicieron extracciones
de sangre y suero el dia de la vacunacidén, que denominamos dia
cero, y asi mismo los dias 30, 60, 90 y 120. De esta forma se
siguié la evolucién de cdémo evolucionaron los titulos de
anticuerpos frente T. annulata, de cada lote de animales en la

(figura 34).

9.1. MODO DE CONSERVACION DE LA VACUNA

En el lote inmunizado con vacuna fresca, el dia 0 teniamos
unos valores medios de titulo de anticuerpos proximos a 80.
Transcurridos 30 dias post-vacunacién, se alcanzaron valores
inferiores a 320 pero préximos a este valor. A los 60 dias, se
alcanzaron los valores maximos superando claramente el titulo
320.

A los 90 dias se mantienen titulos superiores a 320
habiéndose producido un ligero descenso. Finalmente, a los 120
dias, comenzdé un suave y continuado descenso en los titulos

aunque se mantienen en valores medios superiores a 160.
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El lote de vacas inmunizédas paralelamente con vacuna
criopreservada tuvo un comportamiento muy similar. Antes de la
vacunacién presentaban valores medios de titulo préximos a 80
o algo superiores. A los 30 dias se alcanzaron valores préximos
a 320, pero algo inferiores, y a los 60 dias se alcanzaron los
titulos maximos superiores a 320. A los 90 dias se detecta un
suave descenso para terminar con valores préximos a 160 a los
120 dias (figura 35).

9.2. EFECTO DE LA DOSIS

En lo que se refiere al grupo de las novillas (2 afios de
edad), como ya se ha comentado, todas fueron inmunizadas con
una vacuna criopreservada, pero se establecieron dos lotes. Uno
de ellos fue immunizado con una vacuna a dosis normal y otro
con una vacuna a dosis doble, con objeto de estudiar si habia
diferencias en cuanto a la evolucién del titulo de anticuerpos
asi como de la proteccién ejercida por la vacuna en funcidén de

la dosis, manteniéndose constantes todas las deméds condiciones.

Los 2 lotes de novillas inmunizadas presentaban un titulo
medio inferior a 40, en el dia de la inoculacién. El dia 30,
las novillas vacunadas a dosis simple mostraban un titulo
ligeramente superior de 80, y a los 60 dias alcanzaron su
titulo mdximo, que sobrepasando holgadamente el titulo 160. A -
los 90 dias comienza el descenso de los niveles de anticuerpos
volviendo a valores prdéximos a 80, que incluso estarén por
debajo de este titulo al llegar a 120 dias .

Las novillas inmunizadas con dosis doble, transcurridos
30 dias presentaba alcanzan valores medios superiores a 160,
alcanzandoel maximo a los 60 dias, con valores prdximos a 640.

Sequidamente se inicia el descenso de los titulos. Hacia los
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90 dias mostraba valores superiores a 320 y a los 120 dias nuy
proximos a 160 (figura 36).

9.3. INFLUENCIA DE LA EDAD

Si comparamos la diferencia de evolucién en los titulos
de anticuerpos entre vacas y novillas, refiriéndonos a las que
han sido inmunizadas con vacuna criopreservada a dosis normal
(107 células/animal), se observa que se ha producido una
evolucidén, representada en 1la figura 37, que se puede
considerar muy similar en los dos grupos de animales de
diferente edad, teniendo en cuenta que en el grupo de animales
jévenes partia de un titulo medio préximo a la negatividad, con
lo cual la vacuna constituia un primer contacto con el paréasito
para la mayoria de ellas lo que hace que tengan una amplitud
menor en la respuesta, mientras que el grupo de las vacas, edad
3 a 4 afios, que son mayores, el titulo medio en el dia 0 era
superior a 80, lo que indica probablemente, que para muchos de
esas reses no era su primer contacto, por lo que hay una
respuesta paralela a la de las novillas pero con titulos
superiores. Ambos grupos alcanzan su maximo a los 60 dias para

empezar seguidamente a declinar.

El método de inmunofluorescencia indirecta nos ha
permitido detectar cu&dl ha sido la respuesta de las vacas a la
inmunizacién, sin embargo, no ha sido establecida una
correlacién entre el titulo de anticuerpos y el nivel de

protecciédn.

Para controlar la efectividad de la vacuna como referencia
la incidencia de casos clinicos de la enfermedad en la misma
explotacién pecuaria en afios anteriores. De esta forma, en 1991

y 1992 se presentd una morbilidad 25% y una mortalidad del
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12,5%. En 1993 en el grupo control de 16 animales se
produjeron a lo largo de la época de aparicidn de la enfermedad
un total de 8 casos clinicos, de los cuales 2 fueron mortales;
mientras tanto, en los grupos seleccionados por nosotros para
la vacunacién asi como aquellos descartados para el ensayo por
tener titulos altos, no se produjeron casos clinicos ninguno.
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Fotografias 3 y 4: Linfoblastos bovinos infectados con esqui-
zontes de Theileria annulata. Linea 28E.
Tincibén de Giemsa. Magnificacidén x 1000.
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Fotografia 5: Linea celular 28E. Tincidén por I.I.F.
Magnificacidédn x 400.

Fotografia 6: Linea celular 104. Tincibén por I.F.T.
Magnificacidén x 1000.



Fotografia 7: Linea celular 107. Tincién por I.F.I., magnifica-
cibén x 400.

Fotografia 8: Linea celular 111. Tincibén por I.F.I., magnifica-
cibn x 1000.



Fotografia 9: Isoenzima GPI. A(BL-20), B(28E), C(P-179).

Fotografia 10: Isoenzima ME. A(BL-20), B(28E), C(P-179).




Fotografia 11: Isoenzima MDH. A(BL-20), B(28E), C(P-179)

Fotografia 12: Isoenzima PGM. A(28E), B(P-179), C(BL-20)
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Figuran® 1: total de las reses muestreadas . |
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Figura n° 3 : Distribucién de los titulos de anticuerpos en el grupo de las vacas
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Figura n° 4: Distribucién de los titulos de anticuerpos en el grupo de las novillas
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Figura n° 5: Distribucién de los titulos de anticuerpos en el grupo de las becerras.
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Figuran® 6: Indice de parasitacion alcanzado a lo largo del procesolﬁ.
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Figuran®7: Titulos de anticuerpos alcanzados durante el proceso.
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Figuran® 8: Temperaturas rectales registradas en la res durante el proceso.
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Figura n° 10: Indice de parasitacion alcanzado a lo largo del proceso
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Figuran® 11: Titulo de anticuerpos alcanzado durante el proceso.



AISLAMIENTO EN LA RES N?97

40.5

40

39.5

39 7 3L

TEMPERATURA 2C

38.5 i SEifiia d2 i i E:i

38

37.5
MESES

Figuran® 12: Temperaturas rectales alcanzadas por la res durante el proceso.
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Figura n° 13: Hematocrito calculado en la sangre de 1a res durante el seguimiento



AISLAMIENTO EN LA RES N2 104
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Figura n° 14: Indice de parasitacién alcanzado a lo largo del proceso
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Figuran® 15: Titulo de anticuerpos alcanzado durante el proceso.
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Figuran® 16: Temperaturas rectales alcanzadas por la res durante el proceso.



AISLAMIENTO EN LA RES N2 104

46

41
o°
L :
S 36 *n
o .
© : ]
1= i
) i
= 31 N Eiee

26

21 =) 11

0 1 2 3 4 5 6 7

Meses

Figura n° 17: Hematocrito calculado en la sangre de la res durante el seguimiento
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Figuran® 18: Recuento de globulos rojos en la sangre de la res durante el seguimiento
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Figuran® 19: Recuento de glébulos blancos en la sangre de la res dutante elﬁ seguimiento.



AISLAMIENTO EN LA RES N2 111
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Figura n° 20: Indice de parasitacion alcanzado a lo largo del proceso
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Figuran®21: Titulo de anticuerpos alcanzado durante el proceso.
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Figura n® 22: Temperaturas rectales alcanzadas por la res durante el proceso.
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Figura n° 23: Hematocrito calculado en la sangre de 1a res durante el seguimiento
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Figuran® 24: Recuento de glébulos rojos en la sangre de la res durante el seguimiento.
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Figuran® 25: Recuento de glébulos blancos en la sangre de la res durante el seguimiento.
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Figura n° 26: Temperaturas rectales registradas en la res tras la inoculacion de los linfoblastos
infectados con esquizontes de 35 pases en cultivo.
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Figuran® 27: Temperaturas rectales registradas en la res tras la inoculacion de los linfoblastos
infectados con esquizontes de 35 pases en cultivo.
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Figura n° 28: Evolucion del titulo de anticuerpos en la res tras la inoculacién de linfoblastos
infectados con esquizontes.
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Figura n°29: Evolucion del titulo de anticuerpos en la res tras la inoculacién de linfoblastos
infectados con esquizontes.
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Figura n°30: Hematocrito observado en la res tras la inoculacién de los linfoblastos infectados
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Figura n°31: Hematocrito observado en la res tras la inoculacién de los linfoblastos infectados
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Figuran° 32: Respuesta termica observada en las dos reses inoculadas con el challenge de
esquizontes virulentos, localizando los momentos en los que fueron encontrados
los parasitos en la res n° 107, mientras que hubo ausencia de aquellos en la res n°
50.



VIABILIDAD DE LA VACUNA

m//////////////// i




ENSAYO DE VACUNACION DE CAMPO

Evolucién titulo de anticuerpos
Titulo LF.L

640

-»-Vac.fres ,‘

160 _| Z o
~4-Vac.criop.s.

| | & Nov.criop.s.
80 B Nov.criop.db.
40

74

: | | | 1
Dias
0 30 60 90 120

Figura n? 34: Vacas inmunizadas con vacuna fresca (vac.fres), vacas inmunizadas con vacuna
criopreservada (vac.criop.s), novillas inmunizadas con vacuna criopreservada(nov.criop.s)
novillas inmunizadas con vacuna a doble dosis criopreservada (nov.criop.db)
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Figura n? 35: Vacas inmunizadas con vacuna fresca y vacas inmunizadas con
vacunacriopreservada.
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Figura n? 36: Novillas inmunizadas con vacuna criopreservada a dosis simple y doble.
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Figura n? 37: Vacas y novillas inmunizadas con vacuna criopreservada a dosis simple,
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Discusion

1. EPIDEMIOLOGIA

Los datos obtenidos de 1la encuesta epidemiolédgica
realizada a las Inspecciones Comarcales Veterinarias (ICV)
ponen de manifiesto 1la gran importancia que tienen las
piroplasmosis en las provincias de C&diz, Huelva y Sevilla. Es
un hecho que de dichas provincias se recibieron el mayor nimero
de respuestas y todas ellas positivas, si bien la distribucién
geografica de municipios en los que se dan casos es mas
diseminada en Cadiz y Huelva, como puede observarse en el mapa
n? 2, mientras que en Sevilla siempre se encuentran los casos
en municipios localizados en zonas del Valle del Guadalquivir,
préximas al rio.

En la provincia de Malaga, al igual que en la de Sevilla,
se observa que la localizacién de los municipios con casos
positivos estd determinada nuevamente por la presencia de rios.
Se considera que ello es debido probablemente a que en estas
zonas se crean las condiciones idéneas de humedad que
posibilitan la proliferacién de las garrapatas vectoras del
parasitismo como y habian indicado Garcia Ferndndez y Hueli
(1984). Asi mismo, se observa que los casos de piroplasmosis
se dan en los meses en que la actividad de las garrapatas es
maxima, de la misma forma que describen en su trabajo Ohuelli
y col. (1989).

De los resultados de la encuesta y apoyandola con los
trabajos de Garcia Fernddez (1978) se deduce dque estas
enfermedades se presentan de manera enzodtica en Cadiz,
Sevilla, Huelva y Malaga; epizodética en Cbérdoba; vy
practicamente ausente en Granada, Jaén y Almeria, sobre todo
en ésta Gltima, por la poca importancia que tiene el sector

ganadero en la provincia.
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El ganado que se ve mas afectado es el de raza frisona y
sus cruces, siendo ésto una constante en todas las zonas
endémicas a la theileriosis. Efectivamente, suele tratarse de
ganado importado, desde zonas no endémicas a la enfermedad, con
objeto de mejorar la produccién lechera en las granjas de zonas
endémicas. Sin embargo, en ocasiones, esta practica ha dado
lugar al efecto contrario, originadndose grandes pérdidas
econdmicas en el sector, por no haber vacunado al ganado

importado con cepas autéctonas del paréasito.

Como ya se vidé en el apartado de resultados, todas las
garrapatas recogidas sobre los animales muestreados en zona
endémica resultaron ser H. lusitanicum, lo que nos hace
sospechar que se trata del vector de la theileriosis

mediterranea en Andalucia por dos razones fundamentalmente:

- En todas las regiones del mundo donde existe T. annulata
siempre ha sido incriminada como vector una especie del género

Hyalomma (Irvin, 1987).

- En el mismo ganado sobre el que se recogieron las
garrapatas se encontré una alta seroprevalencia frente a T.
annulata.

En el andlisis de la seroprevalencia (Figuras 1 y 2) en
este ganado es de destacar que, si bien el porcentaje total de
seropositividad es bastante alto (66,3 %), cuando el estudio
se hace distribuyendo a las reses por edades, vemos dque no
todos los grupos asi establecidos contribuyen de igual forma
a ese porcentaje. De hecho, en el grupo de las becerras (menos
de un afio) sdlo un 40% son seropositivas, en el grupo de las
novillas (aproximadamente 2 afios) las positivas se acercan al
50 %, Y en animales entre 3 y 4 afios se alcanzan valores de
seropositividad muy préximos al 80 %. El1 hecho de que el

porcentaje de seropositividad vaya creciendo con la edad del
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grupo considerado, se podria explicar por el aumento del tiempo
de exposicién de los sujetos susceptibles a la posibilidad de
que se fijen sobre ellos garrapatas infectadas con T. annulata.

Adends, si se hace un estudio mds pormenorizado de 1los
titulos alcanzados por las reses en cada uno de los grupos de
edad se encuentran diferencias aln mayores (Figuras 3, 4 y 5)

Dentro del 40% de seropositividad detectada en el grupo
de becerras, en la figura 5 se puede observar que la totalidad
de los animales seropositivos presentan titulos entre 40 y 160.

En el grupo de novillas, la seropositividad se concentra
nuevamente en los titulos 40, 80 y 160, (figura 4), sin embargo
en este grupo ya existen individuos que han podido tener mayor
contacto con el parasito, alcanzandose titulos de 2560 y 5120,
en algunos casos. Recordaremos que en este grupo de animales
tienen ya alrededor de 2 afios y por lo tanto han tenido 1la
oportunidad de enfermar por haber permanecido en el campo
durante la época del afio en que son habituales los casos de la
enfermedad (desde Junio a Octubre apréximadamente (Pipano,
1988).

En el grupo de las vacas en produccién lechera (figura 3)
se observa que dentro de las seropositivas, es dificil
encontrar animales con titulos por debajo de 160, mostrando la
mayoria de las reses de este grupo titulos entre 160 y 2560,

llegandose a alcanzar en algin caso hasta 10.240.

Todo esto no parece ser mads que el resultado de haber
permanecido en una zona endémica para la theileriosis tropical
durante varias temporadas, por lo que muchas de ellas habran
sufrido la enfermedad y por lo tanto habran quedado,

probablemente, inmunizadas frente a ésta.
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2. AISLAMIENTO DEL PARASITO

La infeccién experimental de 1la res n299, se ha
desarrollado de una forma muy lenta no presentando un periodo
de incubacidén tipico de la theileriosis tropical. Sin embargo,
Jarret y col. (1969) indican que el periodo prepatente de un
animal infectado con Theileria, depende en gran medida de la
dosis infectiva, y no debemos olvidar la bajisima parasitacién
encontrada en la res n? 27E, que fue sobre la cual se estaban
alimentando los ix6didos vectores en el momento de su recogida.
Ademds, se debe tener en cuenta que la pérdida de carga
parasitaria documentada por Irvin y col. (1981), que se produce
desde el animal en que se alimentan los ixédidos vectores y
la parasitemia que son capaces de ocasionar en el siguiente
hospedador vertebrado.

En cualquier caso, Kamio y col. (1989) consideran que la
cantidad de eritrocitos parasitados ingeridos por la garrapata
durante su alimentacién es determinante para el establecimiento
de la infeccién.

Por estas razones, se puede explicar porqué se ha
conseguido una infeccidén que no ha producido ningGn acceso

clinico aunque si se ha conseguido la transmisidn del paréasito.

Por un 1lado, las garrapatas que se emplearon estaban
parcialmente alimentadas y, por tanto, hay que tener en cuenta
que la mayoria de los ejemplares que se fijaron y alimentaron
sobre el animal susceptible eran machos. Algunos autores han
concluido que los machos tienen una capacidad menor que las
hembras a la hora de transmitir la theileriosis, como indican
Sangwan Yy col. (1989) en un estudio epidemioldégico acerca de
la transmisidén de Theileria con adultos de H. anatolicum, en
el que, sugieren que las garrapatas hembras tienen un papel mas

importante que los machos en la transmisién de Theileria.
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Durante todo el proceso de evolucién de la enfermedad en
este ternero, no se produjo inflamacién de ganglios linféaticos
superficiales y no se detectaron esquizontes en biopsia de
ganglios debido probablemente a su desarrollo atipico. Por 1lo
tanto, no intentamos el aislamiento a partir de ganglios. Al
encontrar formas intraeritrociticas del paréasito, y a pesar de
no ser detectada la presencia de esquizontes, se intenté el
aislamiento de <células 1linfoblastoides infectadas con
esquizontes, partiendo de un gran volumen de sangre, por el
método de Ficoll—PaqueR (Boyum, 1968), aungque con resultados

negativos.

Con objeto de intentar aislar in vitro el parasito, visto
que el método anterior habia fracasado en 2 intentos
realizados, se decidibé pasar la infeccidn a una nueva res de
experimentacién (res n<2111) por inoculacién de un volumen
grande de sangre (50 ml) gque presentaba un indice de

parasitacién del 12 %.

En 15 dias aparecieron formas intraeritrociticas del
parasito (figura 20), si bien no se produjeron aumentos
destacables en la temperatura (Figura 22), aunque hubo una
inflamacidn de ganglios linfaticos superficiales. Este hecho
permitid realizar el aislamiento de células 1linfoides
infectadas con esquizontes a partir de biopsia de ganglios,
estableciéndose en cultivo como una linea celular, gque se
denomina con el nimero de referencia de la res de origen, linea
111.

El ternero 97 presentd, asi mismo, un comportamiento
atipico ya que desarrolld una infeccidén que se puso de
manifiesto tardiamente. En infecciones por inoculacidén de
sangre, en un amplio trabajo realizado por el equipo de Sergent
(Sergent y col. 1945) encontraron que el periodo medio de

incubacidén era de 17 dias aunque se llegaron a dar casos de
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periodos de incubacién anormalmente largos, en algunas
ocasiones hasta de 10 meses.

En este ternero también se intentdé el aislamiento, por 2
veces, de células linfoblastoides infectadas, por el método de
Ficoll—PaqueR (Boyum, 1968), a patir de un volumen grande de

sangre, nuevamente con resultados negativos. Por esta razén,
cuando hacia un afio que habia sido inoculado, viendo que
presentaba en sangre un I.P. del 14%, se decidid extraerle 50
ml de sangre que fueron inoculados inmediatamente por via
intravenosa a una nueva res de experimentacién (res n? 104) con
objeto de mantener el aislamiento in vivo y a su vez intentar
provocar en este nuevo animal un acceso de la enfermedad que
nos permitiera aislar e1>parésito in vitro. Nuevamente, como
en el caso de la res 111, no se produjeron picos de temperatura
que nos indicaran gravedad, pero aparecieron los primeros
parasitos en sangre a los 15 dias, periodo de incubacién igual
que en la res 111, ambas inoculadas con sangre. Dicho periodo
coincide con lo descrito por Sergent y col. (1945), en cuyo
trabajo establecen como media 17 dias.

La infeccién transcurrid® sin alcanzarse una alta
parasitacién. Cuando el ternero se encontraba en una fase
crbénica, sin evolucionar a mayores indices de parasitacién, se
le extrajeron 250 ml de sangre para ser criopreservada y poder
disponer de ella en el futuro sin tener gque prolongar el
mantenimiento del animal indefinidamente. Aunque la enfermedad
no cursd con un aparente acceso agudo, se observd inflamacidn
de ganglios linfaticos. A partir de biopsia de ganglios, fue
posible aislar y cultivar in vitro linfoblastos infectados con

esquizontes.

El aislamiento in vitro se realizd, en el caso del ternero

n? 111, transcurrido un mes desde la inoculacidn, coincidiendo
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con un incremento en el I.P. que empezd a manifestarse desde
ese momento. Este incremento destacable en el I.P. no se
produjo en el ternero 104 al mismo tiempo que la inflamacidén
de ganglios, siendo este Gltimo sintoma el que nos indujo a
intentar el aislamiento que, si bien aporté un nimero mucho

menor de células, termindé siendo un éxito como el anterior.

Por este mismo método se han intentado tres aislamientos
mas, de los que se ha conseguido éxito en un caso, si bien se
perdié el cultivo por contaminacién posterior. También se
intenté aislar a partir de biopsia de ganglio de uno de estos
animales sin éxito. Una vez que se tenia la linea celular 28E
establecida y mantenida en cultivo, se tomaron células con un
bajo nlmero de pases (15 pases) siendo inoculadas
intramuscularmente a un ternero susceptible (res n® 107),
provocando una reaccidén que se podria considerar "moderada"
segin 1la clasificacién de posibles respuestas ante un

"challenge" establecida por Irvin y col. (1983).

Cuando el animal presentdé inflamacién de ganglios
linfaticos superficiales, se practicd una biopsia de la que se
consiguid aislar linfoblastos infectados y establecer la linea
celular gque denominamos 107, que coincide en 1la cepa del
parasito con la linea celular 28E puesto que ésta fue la
empleada para la infeccién.

En los aislamientos conseguidos, aunque se trata de un
naimero bajo, es de destacar que por el método de Ficoll-Paque,
el éxito relativo al nimero de intentos ha sido del 50% y por
el método de biopsias del 75%, partiendo siempre de casos
clinicos. Dichos porcentajes de éxito relativo son muy
aproximados a los obtenidos por Pipano y col. (1989b), trabajo
en el que se destaca como método de aislamiento de lineas

celulares con mads éxito el que parte de biopsias.
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3. PRUEBA DE DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO POR
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (I.F.I.)

Mediante la microscopia podemos evidenciar 1la
presencia de los paradsitos en sangre y en algunos 6rganos, pero
cuando se trata de infecciones superadas mucho tiempo atrés,
a veces se hace dificil detectar los parasitos en sangre y, sin
embargo, sigue siendo posible detectar facilmente la presencia
de anticuerpos especificos en el suero, que nos indican un
contacto seguro del animal con el agente etioldégico de 1la
theileriosis mediterréanea.

Un método de diagndéstico excelente para conseguir este
propésito y que ha sido el m&s ampliamente aplicado (Irvin y
Morrison, 1987) es la inmunofluorescencia indirecta (I.F.I.).
Ademds, el método de I.F.I es adecuado para la confirmacidn de
la especie de Theileria que existe en una zona endémica a la
theileriosis, incluso en el caso en gue haya varias especies
coexistiendo (Chema y Brocklesby, 1981). Por ello, nos

propusimos la puesta a punto y utilizacidén de esta técnica.

En la prueba de I.F.I. es fundamental disponer de un
antigeno muy especifico, ya que cuando se analizan sueros de
una zona donde son enzodticas varias enfermedades transmitidas
por garrapatas, como babesiosis, theileriosis y anaplasmosis,
a diluciones bajas existe la posibilidad de reacciones cruzadas
entre los antisueros de estos parasitos y antigenos de los
mismos, si éstos no son adecuados. En este caso es muy
importante determinar el titulo umbral a partir del cual 1la
reaccidén se considera positiva especifica para cada uno de
estos antigenos, si bien puede variar con el lote preparado.
En estas enfermedades puede estar comprendido entre 40 y 160
(FAO, 1988).

176



Discusion

Como antigeno, en el caso de la theileriosis, se pueden
emplear los merozoitos, que es la fase del parasito que se
encuentra en el eritrocito, aunque también puede prepararse el
antigeno a partir de linfoblastos bovinos infectados con
esquizontes de Theileria.

El antigeno preparado a partir de las formas
intraeritrociticas requiere disponer de animales con
infecciones puras para tener una buena especificidad, lo que
suele ser dificil de conseguir en zonas donde las enfermedades
transmitidas por garrapatas son endémicas, siendo muy
frecuentes las infecciones mixtas por Anaplasma, Babesia y
Theileria. Esto hace aconsejable infectar experimentalmente un
bovino utilizando el vector especifico de cada enfermedad y asi
estar seguros de la pureza de la infeccién.

La sangre serd adecuada para preparar antigeno cuando, al

menos, estén parasitados del 10 al 15% de los eritrocitos.

Hay que sefialar que cuando se recoge la sangre, el animal
no debe estar en periodo de recuperacidn porque en este caso
se unen anticuerpos del animal a los piroplasmas y al ser éstos
utilizados como antigeno en una reaccién de I.F.I. pueden dar

lugar a reacciones falsas positivas (FAO, 1988).

En este caso, se requeriria un control m&s para la
deteccidén de anticuerpos ligados a los antigenos en cada lote

gue se prepare.

Los esporozoitos pueden ser usados como antigeno, pero
tienen el problema de su limitada disponibilidad, labilidad y
dificultad para obtener preparaciones puras (Cowan, 1981),
ademds,se ha comprobado que con este tipo de antigeno, tanto
en el método de ELISA como en I.F.I, se pueden obtener

resultados falsos positivos (Kachani y col., 1992).
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En el método de I.F.I, los anticuerpos antiesquizonte son
detectados m&s pronto en la infeccién que los anticuerpos
antipiroplasma y aquellos pueden ser identificados durante un
periodo de tiempo mas largo después de la recuperacién, lo que
hace que se recomiende el uso de antigeno de esquizontes sobre
todo cuando se usa el método de I.F.I en estudios
epidemiolégicos (Kachani y col., 1992).

Por todas las razones anteriormente expuestas, se deduce
que, disponiendo del equipo necesario y del personal
cualificado en las técnicas de cultivo in vitro, es preferible,
bajo nuestro punto de vista, la utilizacién de antigeno
preparado a partir de linfoblastos parasitados por esquizontes
de T. annulata, si bien esto no estd totalmente exento de
problemas. Por ejemplo, en el caso de zonas donde coexisten T.
annulata y T. parva, un antigeno de un parasito puede
reaccionar uniéndose a anticuerpos frente al otro, si bien los
titulos alcanzados no son los mismos. Tenemos a nuestro favor,
que un antigeno de T. parva se une bastante bien con un
antisuero de T. annulata, pero al contrario, un antisuero de
T. parva se une al antigeno de T. annulata con una
especificidad de 4 a 6 veces menor que el suero especifico anti
T. parva; ademds, el suero anti T. parva se une aln menos al
antigeno de esquizontes de T. annulata (FAO, 1988), algo dque
dice mucho en favor de la especificidad de este antigeno.

En otros paises se han desarrollado técnicas inmunoldgicas
para el diagndéstico de estas parasitosis (Lorh y Ross, 1969 y
Burridge y Kimber, 1972), empleando la técnica de I.F.I. para
el diagnéstico de la theileriosis bovina producida por T.
parva. Para la deteccién de T. annulata se ha empleado
igualmente la técnica I.F.I. (Pipano y Cahana, 1969).
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Para la obtencién de suero control positivo frente a T.
annulata, se puede infectar una res con "estabilizado" de
garrapatas o con sangre infectada entre otros métodos. En
nuestro caso, uno de los objetivos planteados, era tratar de
obtener los reactivos biolégicos necesarios para la prueba de
I.F.I. empleando cepas del parasito procedentes de nuestras
zonas endémicas. '

Una vez conseguida una 1linea celular infectada con
parasitos de una zona endémica, era necesario un suero control
positivo frente a estos mismos parasitos. Basandonos en el
trabajo de Goddeeris y col. (1982), en el que el suero control
positivo frente a T. annulata se obtiene de un animal inoculado
con una linea celular linfoblastoide infectada, pensamos que
lo mejor seria inocular a un ternero con la linea 28E, que es
la misma con la que se prepara el antigeno. Considerando que
el hospedador produce anticuerpos antilinfocito cuando es
inyectado con una vacuna a base de esquizontes en cultivo
(Kachani y col., 1992) y sabiendo que la primera estimulacidn
del sistema inmune es por 1la infeccién de los antigenos
especificos asociados a los antigenos del complejo principal
de histocompatibilidad de la linea celular donadora (Innes,
1989), el suero control positivo que obtenemos al inocular las
mismas células que empleamos como antigeno, podria tener cierta
carga de anticuerpos que no fueran especificos frente al

parasito, sino frente a la célula que lo contiene.

Para evitar este problema, ideamos inocular a un ternero
con linfoblastos de la linea 28E parasitados con esquizontes
virulentos, de forma que fuesen capaces de provocar un acceso
de la enfermedad en el animal inoculado. Consiguiendo aislar
linfoblastos infectados de este nuevo animal, disponemos de una
nueva linea celular en la que el paradsito pertenece a la misma

cepa que empleamos como antigeno. Inoculando esta nueva linea
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celular a un nuevo ternero obtendremos un suero control
positivo que con el antigeno empleado en la prueba gana en
especificidad frente al esquizonte que es lo que realmente

constituye el antigeno.

4. ELECTROFORESIS

Ya en los afios sesenta, Barnett (1963) indicé que el hecho
de que diferentes estirpes de T. annulata tengan diversos
fenotipos antigénicos, es una probable razén del por qué
animales inmunizados con una cepa particular del parasito no
estdn completamente protegidos frente a un ‘"challenge"

heterélogo.

Para Young (1981), resulta imprescindible identificar la
especie de Theileria que se encuentra infectando a nuestro
ganado. La identificacién por criterios morfoldgicos no es 1lo
suficientemente precisa destacdndose el serodiagnéstico como
un método muy Gtil a la hora de identificar las especies de
Theileria. Sin embargo, para la diferenciacidén de cepas se han
desarrollado métodos de diagnbéstico més sofisticados, dque
emplean anticuerpos monoclonales especificos, o Dbien

determinacidén de isoenzimas.

Se ha empleado la electroforesis en gel de almidénvpara
investigar las diferencias en relacién con el polimorfismo de
la GPI para 2 stocks de Aareas endémicas a la theileriosis
mediterrdnea diferentes y separadas geograficamente, basandose

en el criterio de Melrose y col. (1980, 1984).
Ademds se ha realizado la electroforesis de para otras

isoenzimas como la ME, PGM y MDH. Estas experiencias confirman

por comparacién de nuestro aislado con una estirpe de
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T. annulata de Israel, que efectivamente se trata de T.

annulata, ya que presentan el mismo patrén.

El interés fundamental de esta comparacién radica en que
en palses como Israel ya han desarrollado vacunas, partiendo
de aislados de sus zonas, que han resultado muy efectivas en
la lucha contra la theileriosis tropical. En este sentido,
nosotros consideramos que si tenemos un stock con
caracteristicas diferentes al de otras zonas debiamos
desarrollar una vacuna partiendo de nuestros propios aislados,
Ya que se ha demostrado que no hay proteccidén cruzada entre

cepas diferentes del paréasito.

De la observacidén del patrén isoenzimdtico mostrado, puede
deducirse que la cepa aislada por nosotros presenta diferencias
con la cepa israeli. Ademds se ha comprobado si existian
diferencias en el patrdén isoenzimdtico de otras enzimas para
confirmar lo descrito por Melrose y col. (1980, 1981, 1984) y
Van der Meer y col. (1981), en el sentido de que la isoenzima

que tiene valor taxondémico en el caso de T. annulata es la GPI.

De acuerdo con lo indicado por Melrose (1984), hemos
comprobado que la electroforesis en gel de almiddn se puede
emplear para investigar el polimorfismo de 1las isoenzimas

asociadas al parésito en el caso de T. annulata.

Se han empleado 1lineas <celulares 1linfoblastoides
infectadas con el pardsito porque las técnicas descritas hasta
ahora para el aislamiento de esquizontes a partir sus 1la
células linfoblastoides hospedadoras (Pinder y col., 1978) no
hacen posible separar los esquizontes sin dafiarlos (Noyornoi
y col., 1981). Por ello se emplea un muestra constituida por
células linfoblastoides no parasitadas. que actta como control
de las isoenzimas que son propias de la célula hospedadora y

no del pardasito.
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Para la caracterizacién de aislados de Theileria, otros
autores han empleado, ademds de células linfoblastoides
infectadas, los piroplasmas (estadio intraeritrocitico) (Van
der Meer y col., 1981). En este caso, tampoco es necesaria la
purificacién de los paréasitos, al iqual que con los
esquizontes, ya que las bandas de la actividad GPI asociada al
parasito no interfieren con las de la célula hospedadora. Sin
embargo, estos autores consideran que entre las desventajas de
usar piroplasmas como material de estudio se encuentra 1la
necesidad de alcanzar una alta parasitemia en la sangre, por
lo que a veces el animal muere antes de conseguirse el nivel
adecuado.

Teniendo en cuenta este problema, se considera que una
fuente adecuada para preparar las muestras en el estudio del
patrdon isoenzimadtico de Theileria, el empleo las células
linfoblastioides infectadas con esquizontes y mantenidas en
cultivo, ya que podemos conseguir la masa biolégica tan

concentrada como necesitemos.

5. VACUNA

La prevencidén de la theileriosis tropical bovina
mediante el control de la garrapata vectora no es factible ni

practica bajo condiciones de campo (Singh y col., 1993)

Como método de eleccidn entre las medidas profilacticas
se destaca la vacunacidn del ganado que proporciona excelentes
resultados y que se ha practicado en varios paises. Las vacunas
obtenidas han presentado la particularidad de ser efectivas en
las zonas donde han sido aislados los parasitos que sirvieron
para producirlas, y no en otras donde las cepas de T. annulata

endémicas son diferentes.

182



Discusion

En Espafia, a pesar de presentarse la theileriosis de
manera enzodtica y producirse bastantes casos de la enfermedad
al afio en ganado vacuno en sus variedades carnica y lechera,
ademas y casos esporddicos en la raza de lidia, no existia atn
una vacuna frente a esta enfermedad. Por esta razdén, nos
propusimos obtener una vacuna que permitiera hacer frente a un
problema de una magnitud econdmica considerable, siguiendo las
indicaciones de Ozkoc y Pipano (1981), quienes consideran que
es muy conveniente trabajar empleando cepas indigenas, en lugar

de hacerlo con otras alsladas en areas geograficas remotas.

La vacuna frente a esta enfermedad parasitaria puede
confeccionarse por varios métodos. En nuestro caso nos
planteamos la obtencién de wuna vacuna constituida por
esquizontes de T. annulata mantenidos en cultivo celular de
linfoblastos bovinos. Se trata de una vacuna viva, esto tiene
la ventaja de que el parasito se replica dentro del hospedador,
Y, por lo tanto, amplifica el antigeno (Ole-Moi Yoi, 1989), a

diferencia de las vacunas inactivadas y vacunas sintéticas.

Para la obtencidn de una vacuna de este tipo, lo primero
que necesitdbamos era conseguir el aislamiento y cultivo in
vitro del parasito. Para lograr esto, habia sido fundamental
todo el trabajo de muestreo y serodiagnéstico anterior, que nos
permitia localizar 1las 2zonas donde la enfermedad tiene
importancia y en las que es posible conseguir aislados de los

que partir.

La naturaleza de la atenuacidén no se conoce, y el tiempo
necesario para conseguirla puede variar desde unos pocos meses
hasta algunos afos (Irvin y Morrison, 1987). Para la atenuacidn
de la virulencia se ha seguido basicamente la metodologia

descrita por Pipano (1981; 1989).
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Para valorar el grado de atenuacién, periddicamente hay
que inocular a 2 terneros susceptibles con 2 a 5 millones de
células parasitadas (Pipano, 1989). Se inocularon cultivos de
35 pases y se observaron las reacciones clinicas de ambos
terneros. El1 resultado fue que se podia considerar que 1la
virulencia ya estaba atenuada con sélo 35 pases, que
practicamente coincide con el minimo de tiempo que se ha
necesitado en 1los casos de atenuacién de este paréasito
registrados en la literatura (Pipano, 1989). Consideramos que
se habla conseguido la atenuacidn completa porque después de
la inoculacién del cultivo, no se dié ningin sintoma clinico
de la enfermedad y no se detectaron ni esquizontes en biopsia

de o6rganos ni piroplasmas en sangre (Pipano, 1979).

El hecho de que los terneros han sido inoculados con un
nimero de esguizontes equivalente a una dosis de vacuna fresca,
que el cultivo estaba atenuado y que no presentaban nigan
sintoma clinico permite suponer que se encuentran inmunizados

frente a la theileriosis tropical.

Para valorar la respuesta de los terneros al proceso de
vacunacidn, todos los autores consultados coinciden en que un
método perfectamente adecuado es medir la evolucién del titulo
de anticuerpos de los animales después de la inoculacién
(Pipano y Cahana, 1968; Pipano y col., 1969; Pipano, 1970;
1971; Dolan, 1981; Paling y Geysen, 1981; Morzaria y col.,
1987; Subramanian, 1989).

Segin Pipano (1979), 1los esquizontes mantenidos en
cultivo celular de pocos pases, cuando son inoculados a ganado
susceptible, se comportan como si se tratase de esquizontes de
los que hay en la sangre de animales infectados, dando lugar
a theileriosis clinica, durante la cual se pueden detectar

facilmente esquizontes en el material de biopsia de ganglios
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linfaticos e higado. Este fendémeno ya habia sido comprobado con
anterioridad para T. parva por Brown y col. (1971) en unas
experiencias en las que inducian infeccién en el ganado
inoculando cantidades diferentes de <células 1linfoides

infectadas mantenidas en cultivo.

Teniendo en cuenta estos trabajos, como una aplicacidén méas
de los cultivos celulares en ensayos de inmunizacidén frente a
la theileriosis, empleamos células linfoides de la linea 28E
con un nimero bajo de pases en cultivo, para confeccionar un
"challenge" homélogo.

Tras la inoculacién de este "challenge" a uno de los
terneros vacunados (res n? 50) y a un ternero susceptible (res
n? 107), las diferencias en la respuesta de ambas reses han
sido evidentes. Mientras en el ternero vacunado la temperatura
no ha sufrido alteracién alguna, en el ternero susceptible se
produjo una respuesta febril notoria, con temperaturas que se
aproximaron a 41 °C y que fueron destacables durante varios
dias. Ademds, en el ternero susceptible se produjeron otros
sintomas de la enfermedad, como son un fluido nasal abundante,
petequias en 1la mucosa ocular e inflamacidén de ganglios
linfaticos, todos ellos tipicos de la infeccidn por T. annulata
(Ouhelli, 1985). Las formas sanguineas del parésito, siempre
que se observaron (a partir de 25 dias postinoculacidn), fue
en ndmero muy bajo. y nunca llegd a darse una caida del
hematocrito. Se observaron esquizontes en ganglio linféatico
precural transcurridos dos meses postinoculacién. Mientras
tanto, el ternero vacunado no mostré ninglin sintoma de 1la
enfermedad, ni tan siquiera una leve respuesta febril después

de la inoculacién del “challenge".

Hay que tener en cuenta que la respuesta encontrada en el

ternero 107 tras el “challenge" se puede considerar como
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"moderada" (Irvin y col., 1983). Esto puede deberse a que el
paradsito debia ser parcialmente virulento, dado gque fue
necesario que se alcanzaran 15 pases en cultivo para conseguir
masa suficiente para el inéculo de los dos animales. Ademés,
como ya se ha indicado, se comprobdé que esta linea celular
tenia una pérdida total de la virulencia con tan sb6lo 35 pases.

Un trabajo similar a éste, ha sido realizado recientemente
con un aislado de la India que ha necesitado 150 pases en
cultivo para conseguir 1la total atenuacidén (Singh y col.,
1993). En dicho trabajo, el seguimiento de los terneros
inoculados también ha consistido en medida de la temperatura
rectal, observacidén de la parasitemia, cdlculo del hematocrito
y observacién del estado de 1los ganglios 1linféaticos

superficiales, al igual que en el presente estudio.

En cuanto a la viabilidad de la vacuna, observamos que se
mantiene el porcentaje medio de células vivas que hay en el
momento de la preparacidén de las dosis de vacuna durante los
siguientes cuatro dias de conservacién de la misma, para
reducirse a partir de este momento, con lo que dejamos de
conocer la cantidad de células que estamos administrando en una
dosis.

Por otro 1lado, observamos que la capacidad para
establecerse nuevamente en cultivo que tienen estas células.
Esta capacidad es buena durante los cuatro dias primeros de
conservacidén, mermando progresivamente a partir de este

momento.

Por estos dos motivos, y teniendo en cuenta el trabajo de
Uilenberg y Pipano (1981), en el que se indica que 1los
esquizontes muertos fracasan en la induccién de la inmunidad

frente a la theileriosis, y que una inmunizacién efectiva
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depende del establecimiento de los paradsitos en el hospedador,
consideramos que el empleo de la vacuna fresca es adecuado
desde el momento de preparacidén hasta los siguientes 4 dias,
con total garantia de su efectividad, no siendo aconsejable su
empleo pasados los primeros cuatro dias dada la pérdida en la
viabilidad de las células que la constituyen. Este resultado
coincide con las experiencias de Pipano (1989), para quien
pasados 4-5 dias la viabilidad desciende enormemente.

Aparte de estas pruebas de control general de la vacuna,
hay que vigilar el medio en el que se encuentra la suspensidn
celular. Cualgquier cambio del mismo serad detectado por un
viraje del color del medio, pues lleva como indicador rojo
fenol, que presenta un color rojo a pH 7,2. Si no existe
alteracién en el pH del medio se mantendrda de este color
durante todo el periodo de conservacién a 49C y en oscuridad.
Si se hubiera producido contaminacién en el momento de 1la
preparacién, y los microorganismos presentes en el medio
lograsen proliferar a pesar de los antibidéticos que se afiaden
al medio, se produciria un cambio hacia color amarillo
indicativo de la acidificacién del medio. En este caso se deben
desechar los viales de vacuna en los que se produzca este
proceso. Por otro 1lado, 1los viales deben mantenerse en
oscuridad, porque existe la posibilidad de que el medio de
cultivo se vea alterado por el estimulo de la luz solar dando
lugar a compuestos fototdéxicos que podrian afectar la propia

viabilidad de las células.

Para la experiencia de vacunacidén de campo, se selecciond
una granja de una zona endémica y que presentaba problemas por
theileriosis habitualmente todos 1los afios. Consultado el
propietario de 1la explotacidén ganadera, mostrdé una buena
disposicién a permitir el ensayo de campo de esta vacuna.

Concretamente, en esta explotacidn se habian producido granades
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pérdidas en afios anteriores, con una morbilidad media del 25
% Yy una mortalidad media del 12,5 % por theileriosis
mediterranea.

Por estas razones, se trataba de una granja iddénea para
llevar a cabo una experiencia de vacunacién en la que el

"challenge" por picadura de garrapatas estaba asegurado.

Previo a la vacunacién, realizamos un estudio seroldégico
de las reses con objeto de vacunar aquellos animales que
pudiesen ser susceptibles de enfermar. Dado que hay un
frecuente contacto con el agente infeccioso, muchas de las
vacas han sufrido la enfermedad en algGn momento de sus vidas
Y por lo tanto han quedado inmunizadas.

Normalmente, en las experiencias de vacunacién de campo
se inmuniza a todo el ganado indiscriminadamente sin tener en
cuenta el posible contacto previo con el parasito. En algunos
casos (Mutugi y col., 1991), el muestreo seroldgico previo se
realiza con objeto de conocer el nivel posible de "“challenge"
al que se pueden ver sometidos los animales de la granja, pero
no para seleccionar el ganado a inmunizar. En nuestro trabajo,
hemos querido ser algo mds exigentes para comprobar la
efectividad de 1la vacuna. Por esta razbén, sdlo hemos
considerado para la vacunacién aquellas reses que tuvieran
titulos de anticuerpos negativos o bajos. Asi, s6lo se han
vacunado animales con titulos inferiores o iguales a 160. La
resistencia a la reinfeccién en 1la theileriosis no es
dependiente del nivel de anticuerpos circulantes (Pipano,
1979), pero éstos siempre son indicativos del contacto previo
con el paréasito.

En el muestreo seroldgico de todas las reses de 1la

ganaderia, se observaba que el titulo 160 era alcanzado hasta
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por reses que por su edad practicamente no habian tenido tiempo
de enfermar, dado que en los primeros meses los anticuerpos
antiesporozoito transferidos en el calostro parecen ejercer
suficiente proteccidén (Moll y col., 1981). Posteriormente, sus
vidas habian transcurrido fuera de 1la é&poca de méaxima
transmisidén de la parasitosis, de distribucién estacional, que
occurre de Junio a Octubre como indica Pipano (1989) y los
facultativos consultados en nuestra encuesta. Pensamos que, de
esta forma, animales que presentasen un titulo de 160 o menor,
aunque tenian la posibilidad de haber experimentado algln
contacto con el parédsito, no habria sido suficiente como para

desarrollar inmunidad frente a la misma.

Después de ser inoculadas las reses, se realizd el
seguimiento de las mismas, comprobando que no se producian
sintomas clinicos de la enfermedad y controlando la efectividad
del proceso de inmunizacidén mediante el andlisis de 1la
evolucidén del titulo de anticuerpos especificos desarrollados
por las reses, que constituye, como ya se ha comentado, el
método mé&s aceptado por todos los autores que han realizado

trabajos de este tipo.

Como se puede ver en la figura n® 34, que representa un
grafico general que resume todo el proceso de inmunizacidén, en
todos los lotes de reses vacunadas, se parte de valores medios
de titulo de anticuerpos negativos a débilmente positivos (de

negativo a préximos a 80).

Hay que destacar, que si bien se produce una respuesta
humoral adecuada, la media de los titulos alcanzados a 1los
treinta dias post-inoculacién es sensiblemente inferior a la
registrada por los terneros vacunados en condiciones de
laboratorio. Este fenémeno coincide con el observado por Pipano
y Cahana (1968) y Pipano y col. (1969).
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En todos los lotes de reses vacunadas, la evolucién de la
respuesta ha sido normal tanto en el caso en que se ha
administrado vacuna fresca como criopreservada. Se han
alcanzado el maximo titulo de anticuerpos aproximadamente a los
dos meses postinoculacién, para comenzar un suave descenso a
partir de este punto.

Se puede destacar que ha habido diferencia en la magnitud
de la respuesta humoral entre los dos lotes de novillas que han
sido vacunadas con dosis simple y dosis doble de vacuna

criopreservada. No se han observado ninguna otra diferencia.

Al tratarse de un ensayo de vacunacién en una granja
situada en una zona endémica, el "challenge" al que se someten
los animales es el natural, que pone en evidencia si 1la
inmunizacién ha sido efectiva. Los animales se ven sometidos
a la picadura de 1las garrapatas vectoras en condiciones
naturales. Este tipo de '"challenge" es el habitualmente
empleado en condiciones de campo, como en el caso de los
trabajos de Paling y Geysen (1981) y Morzaria y col. (1987),
entre otros.

El resultado de someter las reses al enfrentamiento con
el agente infectivo en condiciones naturales, ha sido
totalmente satisfactorio, ya que no se ha producido ningdn caso
clinico de la enfermedad entre las reses vacunadas mientras
que, en el lote control, se han producido ocho casos clinicos

de los que dos han sido mortales.
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1.~

Un elevado porcentaje del ganado vacuno en 1las 2zonas
endémicas a la theileriosis tropical de Andalucia ha
tenido contacto con el parasito Theileria annulata. Este
porcentaje se incrementa en razén directa a la edad del
ganado, llegando a afectar a mads de 3/4 partes del ganado

vacuno de tres a cuatro afos.

Se ha demostrado que el ixédido (la garrapata) Hyalomma
lusitanicum es capaz de transmitir, en condiciones
experimentales, la theileriosis mediterréanea (T. annulata)
al ganado vacuno.

La esplenectomia de la res de experimentacién no es
necesaria para que se establezca T. annulata en su
hospedador vertebrado, ni para el aislamiento vy

establecimiento del par&dsito en cultivo in vitro.

Se ha realizado, por primera vez en Espafia, el aislamiento
y establecimiento en cultivo in vitro de lineas celulares
linfoblastoides infectadas con T. annulata, consiguiéndose
tanto a partir de sangre como de biopsia de ganglios de
animales parasitados.

El parasito aislado pertenece a la especie T. annulata
como se ha puesto de manifiesto por tincién, I.F.I. y

andlisis de isoenzimas.
Se ha puesto a punto una técnica de I.F.I. que se ha

demostrado efectiva para el diagnéstico epidemiolégico de

la theileriosis mediterranea en el ganado vacuno.
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7.- Por analisis de los isoenzimas de la glucosa-fosfato
isomerasa (E.C. 5.3.1.9) se ha puesto de manifiesto que
el primer aislado de T. annulata realizado por nosotros
corresponde a una cepa diferente a la P-179 procedente de
Israel.

8.~ Mediante el cultivo in vitro de 1la 1linea celular
linfoblastoide 28E infectada con T. annulata se logra 1la
total atenuacién de la virulencia del parasito en sélo 35
pases.

9.- Se ha obtenido una vacuna viva frente a la theileriosis
mediterranea del ganado vacuno por inoculacién de estas
células linfoblastoides infectadas con T. annulata
procedentes de un cultivo de virulencia totalmente
atenuada.

10.- Esta vacuna se muestra altamente protectora frente a T.
annulata, pues ha protegido a todas las reses inoculadas
tanto en condiciones experimentales controladas como en

situacién de campo.
11.- La vacuna fresca puede conservarse a 4°C durante 4 dias
sin pérdida sensible de las caracteristicas vitales ni

organolépticas de la misma.

12.- La vacuna criopreservada muestra la misma efectividad que

la vacuna fresca, al menos, en condiciones de campo.
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Glosario de términos

AISLADO: Organismos viables que se aislan en una ocasidén a
partir de wuna muestra de campo en hospedadores
experimentales, sistemas de cultivo o estabilizado.

STOCK o ESTIRPE: Todas las poblaciones derivadas a partir de
un aislado sin implicacién de  homogeneidad o
caracterizacién. Las poblaciones de que consta un stock,
de este modo, incluyen 1lineas celulares infectadas,
estabilizadas de garrapatas y subsecuentes preparaciones

parasitarias derivadas a partir de los anteriores.

ESTABILIZADO: Una muestra de organismos preservados activos
(usualmente en réplica) en una sola ocasidn. Material
infectivo procedente de garrapatas infectadas preparada
con 1la mezcla de varios ejempares completos por
homogenizacién y filtrado o bien con la mezcla de las
glandulas salivales de varias garrapatas infectadas

posteriormente disecadas.

LINEA: Un derivado de laboratorio de un stock mantenido bajo
unas condiciones fisicas definidas, por ejemplo, como

puede ser un cultivo de células linfoides parasitadas.

CEPA: Una poblacidén de organismos homogéneos que poseen un
grupo de caractéres definidos. Una caractarizaciédn no
ambigua de una cepa, sdlo puede ser asegurada si la
poblecidén de organismos fue iniciada a partir de un clon

parasitario.
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CLON PARASITARIO: Lineas de especies de Theileria derivadas a
partir de un parésito sélo. Tales clones no han sido
aislados todavia, pero la posibilidad de conseguirlos a
partir de kinetos individuales parece factible segin
indican los trabajos de Irwin y col (1981) y Youg y col.
(1983).

CHALLENGE: Enfrentamiento al agente infeccioso normalmente
esporozitos aunque tambien pueden ser esquizontes o
piroplasmas al que se someten las reses después de haber
sido inmunizadas. Esto se puede hacer por inoculacidén
artificial de los agentes infectivos, o bien, sometiendo
al ganado a la exposicidén a la picadura de las garrapatas
rectoras de la enfermedad en el campo, y hablamos entonces

de Challenge de campo.

CHALLENGE HOMOLOGO: Aquel en que se enfrenta al animal con el
agente infectivo de la misma cepa o stock que se empled

para vacunarlo.

CHALLENGE HETEROLOGO: Aquel en que se enfrenta al animal con
una cepa o stock diferente del mismo parasito a la

empleada para vacunarlo.
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