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RESUMEN

El desarrollo y utilizacidén de vacunas eficaces e
inocuas para prevenir enfermedades parasitarias, ha
sufrido mas fracasos que é&xitos. Los insucesos a
nivel mundial se han debido principalmente a la compleji-
dad antigénica de los agentes etioldgicos, a la ausen-
cia de una tecnologia capaz de obtener antigenos en
cantidad y calidad y a un insuficiente conocimiento
de las reacciones inmunolégicas provocadas en el huésped.
La utilizacidén de técnicas biotecnolbégicas de punta
en la identificacidn, caracterizacién y produccién
de inmundgenos provenientes de parasitos complejos,
es uno de los grandes desafios de la presente década.
Dentro de este marco de referencia, el trabajo presenta
a los hemopardsitos de mayor incidencia econdmica
en bovinos del Uruguay, como una meta en la utilizacidn
de diferentes tipos de vacunas.

Asi mismo, se plantea el estado actual de desarrollo
de una vacuna de subunidad, para el control del Boophilus
microplus.,

INTRODUCCION

El desarrollo de, vacunas, eficaces inocuas y suficientemente practicas para la
prevencidén del sindrome enfermedad ha sido un permanente desafio en Salud Plblica
y Animal. El desarrollo de modernas vacunas y el mejoramiento de las actuales,
podria tener lugar mas aceleradamente en el campo de la Salud Animal que en la
humana debido fundamentalmente a (30):

- Menores restricciones éticas y costos para la ejecucidén de pruebas de efecti-
vidad. Esto incluye la utilizacibén de microorganismos patdgenos.
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- Mayor flexibilidad en las pruebas de inocuidad relativa a la pureza del
. P4 : : - .
inmundgeno, utilizacidn de adyuvantes y potenciadores de la respuesta inmune.

- Mejor disponibilidad para manipular grandes poblaciones experimentales
con menor intervalo generacional que en el humano.

2 ‘ £ : Pl ” . .
- Mayor y mas rapida repercusion economica en caso de un desarrollo exitoso.

No obstante esto, el desarrolle de vacunas eficientes a nivel veterinario
y especificamente en el area parasitoldgica ha tenido mis fracasos que éxitos.

Esto ha sido debido principalmente, a la complejidad antigénica de los agentes
etioldgicos parasitarios, a la ausencia de una tecnologia capaz de obtener
antigenos de calidad v a la falta de suficientes conocimientos sobre reacciones
inmunoldgicas provocadas en el huesped.

Estos inconvenientes podrian ser sobrellevados a traves de la utilizacion
de técnicas biotecnolégicas de avanzada, las cuales tendran que ser aplicadas
dentro de una adecuada planificacidn de recursos humanos, fisicos y financieros
(26) .

Un avance de esta naturaleza, no es tarea ficil en paises en vias de desarrollo
como Uruguay, cuya realidad socio-econdmica ha limitado la formacidn y permanen--
cia de una masa critica altamente especializada y con suficientes recursos
para trabajar.

Nuestra profesidén, seguramente es conciente de la gran brecha tecnolbgica
que se estd produciendo con el mundo desarrollade, en donde el conocimiento
de la produccidn de .vacunas, es cada vez menos universal, con un patentado
extensivo de métodos y productos (13).

Dentro de este marco general de referencia, el trabajo intentarid revisar el
estado actual del desarrollo y utilizacién de vacunas contra Babesia spp,
Anaplasma spp y B. microplus asi como sus posibilidades de aplicacién en el
Uruguay.

I. PRIORIDADES PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS EN PARASITOLOGIA

Los reguisitos a considerar para evaluar la eficiencia de las vacunas existentes,
asi como para visualizar donde es necesario desarrollar nuevas técnicas de
aplicacidén pecuaria incluye:

1.1 Reconocimiento de qué agente etioldgico es realmente patdgeno y produce
pérdidas de produccidén en especies animales de importancia econdmica.

1.2 Ausencia de medidas no inmunogénicas adecuadas para el control de
enfermedades causadas por uno o varios agentes etiolbgicos.

1.3 Capacidad del parésito para incluir una proteccidn sbdlida, sin riesgos
para la vida productiva animal (eficacia e inocuidad).

1.4 Capacidad técnica para obtener antigeno{s) estables vy econdmicos
en cantidad/calidad-. -

1.5 Posibilidad de desarrollar un protocolo de vacunacidn practico, ca-
paz de ser aplicado en el manejo tradicional de nuestros estableci-
mientos. '

Una rapida revisidén de estos enunciados en relacidn a la historia del desarrollc
y utilizacidén de vacunas contra Babesia spp y Anaplasma spp (aln nc son opera-~
tivas las vacunas de B. microplus) permite determinar los principales problemas
que presentan los inmunbgenos actuales.

Dependiendo del tipo de vacunas, las mayores desventajas imputables a su utiliza-
cibn son su falta de estabilidad (numeral I.4); inocuidad (numeral 1.3); poten-
cialidad de introducir otros patdgenos (numeral I.4) y en algunos casos Ssu
incapacidad para producir respuestas protectoras eficaces (numeral 1.13). '
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II. I630RISNCIA DE LA UTLLIZ2ACION DE VACUNAS

En nuestry pals la necesidad de mantener un Servicic Oficial de produccidn
de vacunas contra hemcparésitos asi ccio ¢e contar con una vacuna en apoyo
al contrecl de garrapatas sc funcamenta en los siguientes conceptos:

i
P
a

II.1 Estebilidad ¢ inestabilidad enzoltica

la sola presencia ce los agentes etiollgicos de la tristeza parasita-
ria del bovino (TPB), no justifica que en un drea o establecimiento se tenga
que instaurar un plan de vacunacidn. FEsto es particularmente cierto en paises
cuyas condiciones climatolégicas permiten el dcsarrollo de 4 o 5 generaciones
de B. microplus.

Supongaitos por un mcmento, ¢ue el clima de nuestiro pais, no fuera una limitante
en la producc.6n anual de muchas generacicnes de garrapatas.

Esto permitiria que practicamente tcdo el rodeo del establecimiento sea "picado”
e inmunizado a edad temprena (4-9 masos) que ¢s roment @ donde existe una
mayor raesistencia natural a la TPB (fignia 1). 1 sta situicidn, es considerada
en la parte superior de la figura s @ =oucoe cono estakilided o equilibrio
enzodtico, (correspcnde a una serolegia positiva D 75%).

Cuando se ccnmienzan a utilizar las pchlaciones de terneros gque
se inmunizardn naturalments contre inwi+h oprovorcionalmente aumentando
el riesgo de enfermedad en el rodeon, (woxresvunda a una serologia positiva
entre el 25-73%). Esta es le »2troa : iFa cowo desequilibrio enzodtico
y la mds peligrosa para los rntereccen z2l »rolustor.

Cuzando el control de gcorrapatas a nivel de cctablecimiento, es eficiente en
el tiempo, se llega a una situacién en cque las pcblaciones parasitarias no
inmunizar&n naturalmente a todo el rodeo pero tampoco se constituirdn en un
desafio suficiente como para provocar enfermedad, cedando el rodeo nuevamente
en equilibrio enzodtico, (corresponde a ura serolcgia positiva entre el 0-25%).

Utilizando estos principios bésicos, se puede razonar cual es la situacibn
real' de un pais cano Urvguay que se encucntra enteramente en clima templado
(30°-34° Lat. Sur) en donde solamentc se pusden desarrollar 2,5-3 generaciones
de garrapatas (pais marginal para el desarrollo de B. microplus).

.Como lo muestra la figura 2 las poblaciones de garrapata‘”qvue se producen en
nuestro pais, no son suficientes durante los primeros 9 meses de vida como
‘para producir una inmunizacidén natural a todo el rodeo. Esto es’ debido a
que el invierno, actlla sobrs las poblaciones en refugio, disminuyendo espontanea-
mente en un 40% el nlmero de generaciones de garrapatas que se podrian producir.

La consectvencia prActica de esta situacién, es cue existird una tendencia
a nivel de &4rea, a que los rodeos se encuentren en desaguilibrio enzobtice
y en riesgo de producir brotes de TPB (23) (40).

Los reczaliados o¢eneradcs por el CIVET “Miguel C. DRubino" a4 partir del afio
1981 (figura 3), estén indicando que la gran estacionalidad del B. microplus
es la principal causa ‘d= ¢ue la TPB teoras ara casud 2 ¢linica ‘e presentacidn
aguda por falta de inmunidad natural exn los xodzos. Fate ¢s el caso por ejemplo
de las Babesicsis, gus se presentar con o wn 2,50 d2 morbilidad, un 1,6% de
mortalidad v un 46% de le=alidad (40).

II1.2. Apcyo a campeins sanitaries

Todo programw: d2 coatrol yv/o erradicuacidn de la garrapata necesita
coentar con la infraestructura nccesaria pave producir una vacuna de aplicacién
econdmica (28). En Uruguay la legislacién existaente desde comienzos de siglo,
ha asumido la responsabilidad de controlar y erradicar la garrapata. (Leyes
3606; 9965 y 12293). Esta ha sido la idea bésica, que motivd la creacidn
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de un Servicio Oficial de produccibén de vacunas contra la TPB a partir del
afio 1941 (Decreto 25-07-41).

Actualmente todas las acciones previstas al sur del pais, dentro del marco
del Proyecto 840/Sanidad Animal/BID, preveen si fuera necesario, la implantacidn
de un plan de vacunacién a nivel de establecimiento, para solucicnar problemas
de inestabilidad enzodtica.

II.3 Nuevos métodos de control de garrapatas

Uruguay cuenta con un stock de 9:500.000 bovinos, la mayoria de
origen europec y en riesgo de estar infestado por B. microplus.

La utilizacidén de ganado resistente (Bos indicus o sus cruzas) ademas de otras
medidas inmunogénicas que aumentan la proteccidén del ganado susceptible pueden
disminuir la dependencia a los productos quimicos y el riesgo de aparicidn
de quimio-resistencia.

Dichas medidas deben ser tomadas dentro del marco epidemioldgico donde se
desarrolla el B. microplus y si es necesario como complemento a la accidn
de los productos acaricidas (figura 4).

IXII. VACUNAS CONTRA HEMOPARASITOS

En esta seccidn se describirin las vacumas actualmente en uso o en desarro-
llo, asi como sus principales ventajas y/o desventajas. Los tipos de vacunas
Y practicas de inmunizacidn utilizadas actualmente contra los agentes productores
de la TPB son extremadamente variados. Estos van desde su produccidn "artesanal"
sin casi conocimiento del hemoparasito(s) utilizado, hasta las mas modernas
vacunas en desarrollo gque utilizan antigenos solubles o su expresién gendmica
a traves de vectores.

A los efectos de abordar las posibles fuentes antigénicas que podrian ser
desarrolladas en nuestro pais, se utilizard el esquema propuesto en el cuadro

4
Ea

IIX.1 Babesiosis bovina

II1.1.1 Antigenos viables: Su utilizacién se ha basado en el
cdncepto clésico de “premunicidn" el cual establecia que 1la produccidén de
anticuerpos protectores era minima, siendo necesaria la presencia de organismos
vivos para prevenir la aparicién de TPB (39). Hoy dia se ha comprobado la
importancia de los anticuerpos protectores en los mecanismos de defensa del
huesped (19). Cuando se utiliza organismos vivos, se puede hablar con seguridad
de un tipo de inmunidad coinfecciosa, en donde coactllan los propios antigenos
del parasito y productos solubles provenientes de su disolucidn y/o excresidn.

La utilizacidén de antigenos viables no atenuados, extraidos de bovinos portadores
y cuya respuesta bioldgica ne se concce, es una tecnologia actualmente superada
la cual debe ser desetimulada (cuadro 2).

Algunas de sus desventajas son la falta de un exacto conocimiento de los hemopa-
rasitos gue estén actuando, de su virulencia, del grado de parasitemia en
el portador de campo y de su potencialidad para transmitir otros patdgenos
(ej. Fiebre aftosa, Leucosis, Rinotragueitis Infecciosa Bovina, Brucelosis,
etc.). Esta Gltima, es la& principal desventaja de los sistemas que se basan
en antigenos viakles.

La utilizacién de antigenos viables no atenuados a través de dosis minimas
infestantes, implica el aislamiento del hemoparédsito, el conocimiento de su
virulencia y un célculoc de la dosis de vacunacidn buscando la mayor inocuidad
posible. Esta practica ha sido utilizada para B. bovis y B. bigemina (13)
{42) (43). Su utilizacidén no estd exenta de riesgos, sobre todc en el periodo
de patencia donde los animaels tienen qgue ser tratados y las reacciones pueden
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B.5 Desarrollo y utilizacidén de vacunas...

presentarse con un alto grado de variacidn. En este sentido, es necesario
recordar que:

- su utilizacién masiva a nivel de campo, implica la inoculacidn de hemopara-

sitos virulentos en distintos ecosistemas, donde las variaciones de razas,
edades, estado fisioldgico/reproductivos, nutricionales y de manejo son la
regla.

- nuestro profesional muchas veces inocula la vacuna pero no controla directa-
: : ’
mente la reaccidn, que es el momento realmente critico del proceso biold-
gico.

Las vacunas que utilizan antigenos viables no atenuados no cumplen los requisi-
tos de eficacia, inocuidad y practicidad y el éxito final dependerd de variables
que son dificiles de estandarizar y que estén relacionadas al grado de respon-
sabilidad y conocimiento humano.

La aplicacidén de antigenos viables atenuados, es uno de los caminos del que
se ha venido utilizando' desde hace varias décadas. El término "atenuacién"
ha sido puesto en duda para este tipo de vacuna ya que ello implica mutacidn
y estabilidad genética.

Una posibilidad de atenuacidén es a través de la irradiacién de eritrocitos
infestados por B. bovis y B. bigemina (20) (49) (45).

Este método ha demostrado conferir una buena proteccibn contra cepas homdlogas
y heterdlogas a nivel experimental. Las principales desventajas por lo cual
no es operativo son las siguientes:

~ las facilidades para realizar la irradiacidén en forma rutinaria no siempre
estén disponibles en paises en vias de desarrollo.

- existe la probabilidad de que el genoma del hemopardsito varie, sin conocer
las consecuencias.

- es posible que se produzca la destruccién de algunos pardsitos por irradiacidn
asi como una insuficiente atenuacién.

La utilizacidn de vacunas anti B. bovis atenuadas por pasajes rapidos y consecu-
tivos es una préctica comOn en Australia, SudAfrica, Israel, Argentina y Uru-
guay (32) (25), siendo el método recomendado por FAO para la inoculacidn masiva
de bovinos (9). Sus principales ventajas son la posibilidad de producir partidas
practicamente ilimitadas y el desarrollo de buenos niveles de inmunidad.
Dicha vacuna ha sido utilizada en forma “continua en Uruguay desde 1977, produ-
ciéndose en estos (ltimos diez afios un total de 153.498 dosis sin que se haya
constatado pérdida del poder inmundgeno (pasaje N° 35), aumento de virulencia
o capacidad para ser transmitida por B. microplus, (figura 5).

La utilizacibén de vacunas anti B. bigemina atenuadas por pasajes lentos a
través de terneros no esplenectomizados es otra practica generalizada, sin
embargo su produccidn presenta mayores dificultades ya que la atenuacidén es
cepa =-dependiente y no siempre se logran porcentajes de parasitemia adecuados
para lograr una vacuna medida (32).

Nuestro pais dispone de un inmundgeno atenuado de B. bigemina (pasaje N° 6)
que ha sido utilizado desde el afio 198l. Hasta el momento se han producido
un total de 102.006 dosis preparadas en forma bivalente o trivalente.

Si bien este método ha demostrado ser operativo, su principal riesgo es 1la
transmisién de otros patbgenos. Esta posibilidad ha sido confirmada al ser
detectado en Australia el virus de Leucosis bovina en un dador de A. centrale
(37). )

Es posible atenuar cepas de campo a través de cultivo "in vitro" de eritroci-
tos en presencia de suero equino y bovino (51).

Un paso mds en la seguridad que ofrece la vacuna viva, es su almacenamiento
en estado congelado. Esto permite una prueba de inocuidad para otros patbgenos
antes de su utilizacidén en campo.

Sin embargo el costo de produccién y almacenamiento es considerablemente més
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alto y cada dosis de vacuna debe de producirse con una mayar concentrq’éién
de parasitos a la convencional {32}. A este inconveniente se debe agregar.
el hecho de que la vacuna debe ser transportada en forma congelada y ser descdon-
gelada en el momento de su aplicacién (estakilidad y operatividad). ¢

I11.1.2 Antigenos nc viables: La utilizacidén de antigenos no
viables como inmunbgenos en babesiosis es a la luz de los conocimientos actuales
la tecnologia més prometedora para el futuro (cuadro 1). No obstante esto,

resta aln mucho camino para recorrer en términos de obtener una vacuna que
cumpla con los requisitos anteriormente senalados.

La naturaleza del antigeno protective y su produccibén son sin duda, los facto-
res mas importantes a investigar en el desarrcllo de estas vacunas.

Debido a las dificultades que existen para conocer la naturaleza del antigeno
(s) protectivo e identificarlo de otros no protectivos es gue el desarrollo
de este tipo de vacunas ha tomado algunos caminos colaterales como:

- la wutilizacién de antigenos crudos (componentes particulados y solubles
de eritrocitos infectados) para comprobar si la presencia de fracciones protec-
tivas comunes confieren inmunidad contra desafios heterdlogos (21).

- la- utilizacidén de -sistemas adaptados al cultivo de B. bhovis y B.bigemina
(figura 6) que permitan obtener fuentes antigénicas como los extratos de mero-
zoitos y otras fracciones solubles libres de componentes eritrociticos (exo-
antigenos) (18) (44).

Las pruebas de proteccidén utilizadas con estos exoantigenos, han mostrado
su capacidad de promover anticuerpos protectores contra B. bovis y B. bigemina,
los cuales podrian ser combinados en forma estable en una vacuna liocfilizada,
de produccion relativamente econdmica y que no produzca reaccicnes post vaci-
nales (17) (23).

La utilizacibén de este tipo de vacunas presentan hoy dia algunos interrogantes
gue es necesario puntualizar:

- no han logrado proveer una inmunidad similar a la producida por babesias
vivas derivadas de bovinos o cultivos celulares (41).

~ su produccién rutinaria puede tener algunos problemas en paises en vias

de desarrolloc, como puede ser la falta de capacidad para cumplir con una
gran demanda de vacuna, problemas de contaminaciof y compra de reactivos en
plaza (22) (26).

- su utilizacidén masiva en distintos ecosistemas y diferentes desafios de

Babesia spp, podria crear problemas de especie-especificidad ya que su
composicidén antigénica es mas restricta que en las vacunas vivas. Por lo
menos en B, bovis, ha sido demostrado gque existe mis de un antigeno capaz
de conferir proteccién en el huesped (22).

Un paso de gran importancia, es la obtencién de vacunas a través de técnicas
de recombinacién del ADN. Proteinas inmunogénicas han sidc obtenidas de B.
bovis y B. bigemina, lo que permite pensar que en un mediano plazo se pedria
disponer de vacunas seguras y a un costo razonable para el productor.

No obstante esto, serd dificil encontrar la tecnologia apropiada para organismos
que, como Babesia spp tiene varios estados en su ciclo y cada uno de ellos

con una respuesta inmunitaria compleja (32). No es claro en este momento,
si un solo antigeno protecitor sea suficiente para conferir una buena inmunidad
frente a desafios con cepas de campo. Una dificultad adicional, puede sex

la presencia de sub poblaciones dentro de una misma cepa con distintas carac-
teristicas moleculares y bioldgicas (12).

II1.2 Anaplasmosis bovina

I11.2.1 Antigenos viables: La utilizacién de A. marginale viru-
lento es una practica todavia comiin, siendo utilizada principalmente en animales
jévenes, los que deben ser rigurosamente controlados y acompafados de un trata-
miento terapéutico oportune {(cuadro 1).
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La utilizacidén de sangre proveniente de portadores crdnicos de A. marginale
también se utiliza con indculo consolidante de inmunidad, en animales previamente
inoculados con A. centrale.

El uso de inmundgenos que utilizan A. marginale sin conocimiento de su biologia
presenta sevios inconvenientes, debidos a:

- 1la virulencia de algunas cepas de campo.

- las recaidas de parasitemia en portadores crdnicos, cuya sangre sera utili-
zada en el proceso de inmunizacidn.

La utilizacién de cepas virulentas con distintos grados de conocimiento de
su biologia, ha sido propuesta para dismunuir el peligro de las reacciones
post vacinales antes mencionadas.

Este tipo de sistema, utiliza dadores en etapa aguda sus cepas conservadas
en nitrdgeno liquido y la vacuna producida a través de diluciones de los eritro-
citos infestados (16).

Un inconveniente importante desde el punto de vista epidemioldgico es que
los rodeos inoculados pueden perpetuar en el tiempo al A. marginale virulento
(43).

La utilizacidén de cepas de A. marginale mis benignas, ha demostrado su eficacia
y mayor inocuidad cuando se utiliza en bovinos mayores de 8 meses. La proteccidn
conferida es fuerte, aunque menor a la producida con inmunbgenos virulentos
(16).

La utilizacién de este tipo de vacuna presenta algunos riesgos, especialmente
cuando es utilizada en ganado lechero, animales en malas condiciones fisioldgi-
cas o cuando luego de la vacunacibén, se producen sobreinfecciones (34) (16).

En la década de los sesenta se ha modificado un aislamiento de A. marginale
virulento por irradiacidén y pasaje seriado en otras especies animales (35).
Dicha cepa presenta caracteristicas inmunoldgicas similares al A. marginale
de origen. Por ser de origen ovino, esta vacuna presenta la ventaja de no
promover la formacidén de iso anticuerpos en las hembras y de isoeritrolisis
en los terneros (32).

Su utilizacibén en algunos paises ha sido discontinua debido a insucesos post
vacinales producidos, principalmente en ganado lechero (4). Las mayores precau-
ciones deben tomarse en ganado en prodquién y prefiados, en el Gltimo tercio
la gestacidn.

La vacunacién con A. centrale, un organismo heterdlogo, antigenicamente relacio-
nado y relativamente benigno, ha sido utilizada por lo menos en Argentina,
Brasil, Bolivia, Paraguay, Per(i, Uruguay y Venezuela. Fuera de la regidn,
los principales productores de este inmundgeno son Australia y Sud Africa
quienes utilizan alrededor de 400.000 dosis anualmente (9).

Uruguay ha estado utilizando A. centrale desde 1960, produciéndose en los
{ltimos diez aflos un total de 255.504 dosis, (figura 5) (29) (25).

El inbculo corresponde a cantidades conocidas de eritrocitos infestados (EI),
libre de la serie blanca y es suspendido en hemodiluyente (8).

La vacuna confiere proteccidén parcial contra desafios virulentos de A. marginale,
perc existe evidencia como para afirmar que es eficaz para reducir la severidad
de la anaplasmosis y prevenir muertes (7) (33).

Para que A. centrale confiera inmunidad, es necesario mantener los animales
vacunados el tiempo suficiente (usualmente 60 dias) evitando que el inicio
del desafio por garrapata sea muy intenso (25).

Ultimamente se ha realizado la conservacidén de vacunas vivas a través del
congelamiento, a los efectos de favorecer su transporte 'y producir reacciones
homogeneas (31).

Este método ha demostrado ser efectivo para la produccidén de vacunas congeladas
como la que actualmente comercializa Argentina.
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111.2.2 Antigenos no viables: Como en el caso de Babesic
se ha comprobado la existencia de inmunidad estéril para A. margina
cual persiste luego de eliminado el hemoparasito (cuadro (1) (36) (27).

La utilizacidén de antigencs no viables combinada con adyuvantes se ha
rutinariamente en EEUU y en forma esporddica en el trdpico y Aareas templa
Actualmente se considera que este tipo de inmundgeno confiere una inmun
insuficiente y que su utilizacién repetida puede provocar isoeritrélisis neo-
natal y mortalidad de terneros (16).

k4

La calidad y pureza del antigeno que poseaa los epitopes antigénicos capaces
de conferir inmunidad, son los mayores desafios técnicos en la produccidn
de una nueva generacidn de vacunas contra A. marginale (figura 6).

Recientemente, se han incentivado los estudios utilizando técnicas de ingenie-
ria genética, lcgrandose un mejor conocimiento del genoma y la separacidén
de antigenos de distintos pesos moleculares (3) (1). La utilizacibén de la
técnica de anticuerpos monoclonales, ha posibilitado la identificacion de
un epitope antigénico comOn (peso molecular 105 D} que es capaz de proteger
contra un desafio de A, marginale virulentc (28). La inmunizacién con un
complejo proteinico proveniente de la superficie del A. marginale y que contenia
basicamente dos polipéptidos (AM 105U y AM 105I) también fue capaz de proteger
contra el desafio de organismos virulentos (6).

Iv. VACUNA CONTRA BOOPHILUS MICROPLUS

Los métodos que existen actualmente para luchar contra el B. microplus, estén
dirigidos a afectar alguna de las tres fases de su ciclo biolbégico: parasitaria,
de encuentro con el huésped y evolutiva en las pasturas, (figura 7).

Lamentablemente muchos de estos métodos no han pasado de la etapa experimental,
manteniéndose la aplicacidén de acaricidas en sus diferentes formulaciones
vy la utilizacidén de ganado resistente (Bos indicus) como los {nicos métodos
eficientes para el control de garrapatas a nivel mundial {11}.

Desde el punto de vista de su aplicacién a campo, estos otros
utilizacion de hibridos estériles, feromonas y distint

de pasturas) presentan do0s problemas que han impedido su

{predatores
de manejo

- falta de suficiente conocimiento basico de
se afecta el compertamiento de las garrapat
huésped-parasito.

por los cuales
logia y relacidn

- la imposibilidad de wutilizerlos en ygrandes poblaciones de garrapatas o
en extensas &reas ecoldgicas, como es usual en campefas sanitarias de control.

Salvoe la utilizacion del ovino que puede tener un potencial en el control
de B. microplus, Uruguay noc cuenta con otra alternativa que la utilizacidn
de acaricidas para el combate de garrapatas. Esta afirmacion esté fundamentada
por la escasa difusidn a ‘nivel nacional de razas B. indicus y sus cruzas,
lo gue hace esperar que por lo menos en un mediano plazo esta opcidn no sea
factible.

Vale .entonces auscultar sobre otros posibles métodos de control, gque tengan
una flexibilidad de aplicacibn similar a los acaricidas y conocer en que etapa
de desarrollo se encuentran.

En términos genéricos se puede decir que, los caminos actuales por donde pasa
el desarrollo y experimentacidn de la vacuna contra garrapatas son dos:

- la inmunidad puede ser producida por antigenos del B. microplus gue natu-~
ralmente estén en contacto con el huésped. Esto es fundamentalmente iG
en el desarrollo de resistencia natural, donde se producen fendmenos de
sensibilidad, a nivel de las picaduras de garrapatas. Sin embargo, lia
cién de antigenos contenidos en secreciones salivares o en gen
proceso de alimentacidn de las garrapatas, limita la bilisqueda de
protectivos”. (48).

[16]
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- la inmunidad puede ser producida por antigenos del B. microplus que no

estén naturalmente en contacto con el huésped. Este camino implica 1la
utilizacidén de antigeno(s) contra los cuales el bovino nunca desarrolla inmunidad
natural. A estos antigenos se denominan "ocultos" ya que solamente el animal
vacunado, puede dirigir su sistema inmunitario contra antigenos que nunca
hubiera podido reconocer por no haber tenido contacto con ellos (46).

Este es precisamente el camino elegido por el CSIRO de Brisbane, Australia
(Divisidn Tropical de Produccién Animal) quien es el que ha comenzado los
trabajos pioneros para el desarrollo de una vacuna. Dichos trabajos demostra-
ron que gran parte de la inmunidad en animales vacunados con estractos crudos
de garrapatas semi-ingurgitadas, va dirigida a destruir células del ciego
de garrapatas adultas (24).

IV.1 Identificacidn y purificacidn antigénica

A partir de estractos crudos o semipurificados de ciego, se produjeron
fracciones las cuales fueron probadas a través de bovinos vacunados y posterior-
mente desafiados con garrapatas (47). Finalmente se identificd y purificd
una glicoproteina perteneciente a la membrada de células superficiales del
ciego, cuyo grado de proteccidén fue similar a la producida por estractos crudos
o semi-purificados (figura 8) (48).

IV.2 Produccibén del antigeno recombinante

Debido a la escasa disponibilidad de la glicoproteina en la membrana
de las células del ciego, es necesario 50.000 hembras adultas (aproximadamente
1.200 gxr) para producir 100 microgramos de antigeno, lo que hace ~ imposible
cualquier intento de produccidn comercial.

En el momento existen dos posibilidades de producir este antigeno en gran
escala, la utilizacién de cultivos celulares de garrapatas o su sintesis a
traves de la tecnologia del ADN recombinante.

El trabajo en equipo entre el CSIRO y Biotechnology Australia, ha permitido
identificar el gene que codifica su produccidén, clonarlo en E. coli y producir
la proteina recombinante (70 kD) en cantidad suficiente (46) (50).

Si bien E. coli no reproduce un duplicado exacto del antigeno original, es
suficientemente cercano como para producir una buena inmunidad cuando el ganado
es vacunado (48).

Esta ha sido la primera vez que se ha logrado proteger animales contra artrdpodos
chupadores de sangre utilizando técnicas de ADN recombinante.

IV.3 Accibén de la vacuna sobre B. microplus

Los estudios realizados hasta el momento, no demuestran accidn
de la vacuna sobre las larvas que se aliwentan en el bovino (15). Su efecto
esta dirigido principalmente a garrapatas adultas, las cuales comienzan a
verse afectadas dentro de las 24-72 horas de efectuar su muda. El aumento
de garrapatas muertas o visiblemente afectadas es lento, cerca de 5 dias hasta
que comienza la etapa final de ingurgitamiento (14).

La reaccidén inmunolégica produce en las garrapatas adultas una lisis en la
pared del ciego, la cual aumenta su permeabilidad permitiendo pasaje de sangre
a la hemolinfa (2) (47). Muchas de las garrapatas afectadas, desarrollan
una coloracidn rojiza la cual es particularmente visible en sus extremidades.
El control final de la “vacuna (aproximadamente un 90%) se produce por muerte
de adultos o por una disminucidén de su peso final con una postura de huevos
muy afectada. '

La inmunidad demostrada en condiciones experimentales, puede ser mantenida
por un afo.

Si bien no se debe excluir completamente un efecto celular concomitante, en

[17]
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el proceso de destruccidén de las paredes del ciego, se ha comprobado que la
accidén de anticuerpos (principalmente Ig G) es por si sola capaz de producir
la lisis inicial (48).

Las principales diferencias entre la vacunacién ccn el antigeno recombinante
y la desarrollada naturalmente por el bovino contra las garrapatas son sumariza--
das en el cuadro 3. Dichas caracteristicas diferenciales, podrian ser utiliza-
das en el disefio de programas de control que integren ambas herramientas de
combate del B. microplus.

V. DISCUSION

Ningn parasitdloge, virdlogo o bacteridlogo puedz negar que la "vacuna
ideal"™ seria aquella que ademés d&e eficaz, inucua y econdmica, sea estable,
incapaz de producir efectos secundarios o introducir otros patdgenos.

Por lo menos en teoria, estas son ventajas que ofrecen algunas de las méas
modernas &reas de la biotecnologia y muy especialmente la ingenieria genética.
Seguramente antes del fin de esta década tendremos en parasitologia vacunas
eficaces contra algunos nematodes, agentes productores de miasis, hemoparasitos
y artrbpodos de importancia veterinaria (26).

A pesar que los autores apoyan plenamente la generacidn, adapatacidn y/o adopcidn
de la més moderna tecnologia para el control de enfermedades parasitarias,
es necesario reconocer que, esta debe ser aplicada dentro de una realidad
socioecondmica que condiciona el desarrollo de tecrologia y la permanencia
de grupos humanos altamente calificados (5).

Resulta necesario entonces, realizar alcounas consideraciones de caracter general,
que estidn directamente relacionadas al desarrollo y utilizacidén de vacunas
del complejo Hemoparasitos - B. nilcroplus.

V.1 Brecha Tecrnolbgica

Debemos reconocer que la brecha . tecnoldgica no solo existe entre
paises desarrollados y en via de desarrollo, sino también dentro del propio
subdesarrxollo.

Nuestra realidad indica que si bien algunas instituciones de Latino América,
estidn capacitadas para trabkajar en técnicas de »nunta la mayoria sigue luchando
para obtener un surinistro adecuado de insumos elementales como forraje o
el suministro adecuzdo de en=zrgia eléctrica.

Otro problema a consicderar es el desarrollo y permanencia de una masa critica
profesional que sea capaz dJ2 interpretar, desagregar, adaptar y probar las
innovaciones tecncldgicas que se estén produciendo.

Se objetard tal vez que los grandes investigadores del siglo XIX (Pasteur,
Berthelot, Pierre y' Maric Curie) <trabaiaban siempre con muy escasos recursos
e hicieron comprobacionas de gran iluportancia. Ncsotros pensamos gue en las
postrimerias del siglo ¥X decnde los peises y las compafilas comerciales se
asocian para desarrollar productos tecaoloylcos, los esjemplos citados anterior-
mente lejos de demostrar la fecundidad de le niiseria, ilustran comc las deficien-

cias humanas y materiales aumentardn la brecha tecnoldgica en el siglo XXI.

Dicho problema se hace patente cuando debeaos tomar decisiones puntuales,
sobre que tecnologia utilizar en un momento y espacio determinado. La realidad
actual, nos dice guc estamos capacitedos para producir vacunas atenuadas contra
hemoparasitos y que poseemos un adecuado marco de condcimiento epidemioldgico
para la aplicacidn cualqguier tipo cde vacunas.

No obstante esto, es necesario gu: nuestra profesidn se preocupe y colabore
en la formacidén de una masa critica que intervenga -directamente en la produccidn
de las mas modernas vacunas biotecnoldiicus.

[18]
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V.2 Paguete tecnoldgico

Es sabido que en todo el Uruguay coexisten B. bovis, B. bigemina
y A. marginale. Por tanto las nuevas propuestas tecnoldgicas deberan tender
a solucionar un "paquete" de problemas. La produccidén de una vacuna biosinteti-
zada solo contra B. bovis tendria un impacto global relativo ya que se seguirian
utilizando para los otros hemopardsitos las vacunas vivas convencionales con
sus riesgos.

Para el caso de la vacuna anti-B. microplus, no existen antecedentes a nivel
mundial de su utilizacién en el control. Lo mis criterioso en este caso,
seria comprobar su comportamiento en el campo a la vez de comenzar a formar
un equipo de profesionales (bibdlogos, bioquimicos, genetistas, veterinarios,
etc.) capaces de iniciar trabajos sobre un "modelo de vacuna" que luego podria
ser extendido a otras especies de garrapatas y agentes parasitarios de importan-
cia veterinaria.

V.3 Utilizacidén masiva

\
.

La utilizacidn masiva de estos inmundgenos en distintos ecos1stemas
y condiciones infraestructurales, es un hecho gue hay que considerar.

La gran mayoria de vacunas enumeradas en este articulo, no han pasado de la
etapa experimental.

Es claro que muchas variables tienen que ser evaluadas a nivel de campo, para
poder sustituir una tecnologia de produccidén por otra. Esto incluye el comporta-
miento del inmunégeho en diferentes localizaciones geogrificas, sistemas de
manejo, razas de animales, tipos de pasturas y situaciones de estres.

Para el caso de hemopardsitos, la propuesta que mejor se ha comportado €n
distintos ecosistemas han sido las vacunas vivas atenuadas de Babesia spp
y la heterdloga de A. centrale. Es sugestivo el hecho que paises como Australia,
Sud Africa e Israel todavia sigan incluyendo A. centrale en su vacuna y que
luego de ser inoculada a miles de bovinos nunca se haya observado una anaplasmor
sis natural debida a este hemoparésito (9). .

Otros paises como Brasil, que poseen importantes areas de desequilibric enzobtico
estan apoyando la produccién inmediata y permanente de vacunas atenuadas de
Babesia Spp Y heterbloga de A. centrale hasta que se dlsponga una nueva genera-
cibén de vacunas para sustituirlas.

Para el caso de B. microplus es necesario alin conocer su eficacia frente a
cepas geograficamente distantes y su comportamiento en diferentes ecosistemas
y situaciones epidemioldgicas.

SUMMARY

DEVELOPMENT . AND USE OF VACCINES AGAINST BOOPHILUS
MICROPLUS, BABESIOSIS AND ANAPLASMOSIS, PRESENT POSSIBI-
LITIES IN URUGAY. The development and use of effica-

.. cious and harmless vaccines to prevent parasitic desea-
ses has been quite unsuccessful.

World wide failures have been due mainly to the anti-
genic complexity of ehiological agents, the absence
of an appropriate technology able to obtain antigens
of high quality and quantity and to a limited knowledge
of the innunological reactions occurred in the host.

The present challenge today is the use of selected
biotechnological techniques for the identification,
characterization and production of immunogens from
complex parasites.

[19]
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Within this framework, this paper present those haemo-
paras .tes of higher economic importance in cattle in -
Uruguay, as a goal for the use of different types of -
vaccines. It also presents the actual development =i ~i
state of a subunit vaccine to control Boophilus micro-
plus.
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CUALRO 3. “PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LA INMUNIDAD DESARROLLADA
NATURALMENTE EN BOVINOS POR B. MICROPLUS Y LA VACUNACION
CON ANTIGENOS OCULTOS”.

TIPO DE  INMUNIDAD
RESISTENCIA NATURAL VACUNAC1ON
ESTADIO AFECTADO - LARVA - ADULTO
EFECTO EN N° DE . - VARIABLE,CON
GARRAPATAS = MUY VARIABLE TENDENCIA A
GRAN REDUCCION

EFECTO EN EL |
AUMENTO DE PESO - PEQUENO - GRANDE
DE GARRAPATAS ..
EFECTO RELATIVO
PESO/POSTURA DE - NULO - USUALMENTE GRANDE
HUEVOS : '
EXPRESION DE ‘ - RECHAZO DE LARVAS -|. - IMPORTANTE DANO
ENVUNIDAD CON POCO DANO CON MUERTES DE

ADULTYOS
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